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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Historia de la tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium
tuberculosis. Es una patologia antigua que se ha encontrado en esqueletos de 1a edad de
piedra y en huesos de algunas momias egipcias (1).

La naturaleza infecciosa de la tuberculosis se establecié en los experimentos
dirigidos por Jean Antoine Villemin entre 1865 y 1868 (2). En 1882, Robert Koch
anuncié a la sociedad de fisiologia de Berlin que habfa cultivado el bacilo de la
tuberculosis y describi6 un método de tincién para el microorganismo, mismo que
posteriormente modificé Ehrlich. El método moderno de tincién es en esencia el de
Ehrlich aunque lleva los nombres de Zhiel y Neelsen. La micobacteria ha sido objeto de

innumerables estudios a partir de entonces (2).

1.2 Caracteristicas de Mycobacterium tuberculosis
1.2.1 Caracteristicas taxonémicas

Mycobacterium tuberculosis corresponde al orden I, Actinomycetales; Familia 11,
Mycobacteriaceae; Género 1, Mycobacterium (3).

El nombre del género Mycobacterium fue asignado por Lehmann y Neumann en
1896 en base a la apariencia de crecimiento de las micobacterias, similar al de los
hongos cuando se desarrollan como peliculas sobre caldo nutritive (3). Mycobacterium

tuberculosis es un bacilo aerobio, no esporulado, inmévil y mide de 1 a 4 pm de ancho.



Su morfologfa varia desde c€lulas pequeiias, casi cocoides, hasta filamentos largos de
células que pueden presentar la forma parecida a la de un micelio.

La caracterfstica mejor conocida del género Mycobacterium es la capacidad de las
células de resistir la decoloracién con 4cidos diluidos (HC] al 3%) después de tefiidas
con fucsina fenicada. Esta propiedad se denomina 4cido-alcohol resistencia y se presenta
también en otros géneros como Nocardia y Corynebacterium. La &cido-alcohol
resistencia se explica por un principio de barrera lipidica: la fucsina se une y forma
complejos con los residuos de 4cidos micélicos presentes en la pared celular, que
incrementan el cardcter hidrofébico de la micobacteria e impiden la salida de la fucsina
fenicada, La integridad de la célula es esencial para que esta caracterfstica se manifieste
(2). Los bacilos tuberculosos son dificiles de tefiir con tinciént de Gram; aunque
habitualmente se consideran Gram positivos, la tincién es irregular y pobre debido a la
falta de penetracién del colorante a través de la pared celular. Asf, la tincién de Gram no

es valida para la identificacion de bacilos acido-alcohol resistentes en muestras clinicas

2y3).
1.2.2 Metabolismo de Mycobacterium tuberculosis

Comparada con la mayoria de las bacterias, Mycobacterium tuberculosis crece
muy lentamente, tiene un tiempo de generacion de 16 a 20 hr en un cultivo in vitro (2).

Cubre sus requérimientos de energia por la oxidacion completa de glucosa o
glicerol a diéxido de carbono y agua. El glicerol es la fuente de carbono y energfa
preferida y no puede ser sustituido por otros alcoholes (4 y 5).
. la asparagina es la mejor fuente de nitrégenc para su crecimiento. El dcido
glutdmico puede ser empleado pero en un intervalo de concentraciones muy limitado. La
histidina, el 4cido aspértico y la prolina pueden ser utilizados pero la velocidad de

crecimiento es menor. Aunque estin presentes las vias de Embden Meyerhof (EM) y de



pentosa fosfato, la primera se usa predominantemente EM (4 y 5). Diversos elementos
son requeridos para su cultivos, tales como el zinc y el hierro. Dada la naturaleza
insoluble del Fe +3 a pH fisiolégico, la micobacteria cuenta con dos agentes quelantes
para su transporte hacia la célula: exoquelina, que es un compuesto extracelular
hidrosoluble que sustrae el Fe +3 de la ferritina y la micobactina, una molécula lipéfilica
localizada en la envoltura celular cerca de la membrana citoplasmaitica (4 y 5).
Mpycobacterium tuberculosis es capaz de asimilar una amplia variedad de
metabolitos de los tejidos del huésped para su desarrollo. Algunos de los substratos

empleados por la micobacteria se muestran en la figura 1.
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Figura 1. Metabolismo de Mycobacterium tuberculosis. Metabolismo de las diferentes
fuentes de carbono del huésped por las micobacterias intracelulares. Ademaés, las
micobacterias pueden asimilar purinas y pirimidinas y emplearlas para la biosintesis de
4cidos nucleicos. ATC: 4cido tricarboxilico. Tomado de Bloom, B.R.(4).




1.2.3 Componentes de Mycobacterium tuberculosis

1.2.3.1 Envoltura celular

Los componentes de la envoltura de Mycobacterium tuberculosis estin bien
determinados. La membrana celular contiene el material citoplasmético y sus
componentes lipfdicos son anfipiticos, tales como los fosfolipidos y los
fosfatidilinositolmandsidos, que incluyen cadenas de 4cidos grasos, usualmente de 16 a
18 carbonos de longitud (2,4 y 5).

La pared celular esti formada de un pepetidoglicano unido a un arabinogalactano.
El arabinogalactano forma ésteres con é4cidos grasos de alto peso molecular
denominados dcidos micélicos (figura 2).

El micolato de pépetidoglicano-arabinogalactano forma el esqueleto de la pared
celular. Asociado con éste hay una gran cantidad de lipidos, glicolipidos y algunas
proteinas (4 y 5).

Los lipidos corresponden aproximadamente al 60 % del peso seco de la pared y
confieren al microorganismo propiedades que le permiten resistir condiciones

ambientales adversas (4 y 5).
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Figura 2. Modelo de la estructura de 1a envoltura micobacteriana. La figura muestra el
arreglo de la membrana celular, los peptidoglicanos y los arabinogalactanos unidos
covalentemente. Ademds, se muestran los fosfatidilinositolmanésidos (FIM). Adaptado
de Bloom, B.R. (4).

1.2.3.2 Acidos mic6licos

Los 4cidos micélicos son B-hidroxidcidos de 70 a 90 dtomos de carbono. Son
complejos, largos (hasta 56 4tomos de carbono de longitud) y pueden contener grupos
funcionales con oxigeno. Los 4cidos mic6licos tienen una cadena a-saturada de 24 a 26
&tomos de carbono (figura 3). Acidos anél(;gos son elaborados por todas las
micobacterias y por ¢l género Nocardia y Corynebacterium, en cada género son

producidos con caracteristicas especiales (1,4 y 5).



Figura 3. Estructura de los 4cidos micélicos. Rl,’Rz, hidrocarburos de cadena larga.

Los 4cidos mic6licos proporcionan caracteristicas taxonémicas a las diferentes
micobacterias. Se pueden encontrar unidos a arabinogalactanos, libres y como 6,6'-
dimicolato de trealosa (factor cuerda). El factor cuerda (figura 4) se denomina as{ por su

asociacién con la estructura en forma de cuerda de las microcolonias de micobacterias.
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Figura 4. Estructura del factor cuerda, 6, 6'-dimicolato de trealosa, RCO = micolil.

1.3 Tuberculosis

1.3.1 Patogenicidad de Mycobacterium tuberculosis

La patogenicidad de Mycobacterium tuberculosis depende inicialmente de la

capacidad de estos microorganismos para resistir los mecanismos naturales de defensa



)

del huésped infectado. En vista de esta resistencia, el huésped desarrolla inmunidad

celular para responder a la presencia de estos microorganismos e inhibir la replicacién

de las micobacterias (1, 2,4 y 5).

Mpycobacterium tuberculosis no produce exotoxinas ni endotoxinas. Ningtn

antigeno o mecanismo puede explicar la virulencia del microorganismo. Algunas

caracteristicas que se asocian habitualmente con la capacidad de producir una

enfermedad progresiva por cepas virulentas son (1,4 y 5):

Habilidad para solubilizar el Fe+3: La micobacteria depende de la presencia de
cantidades suficientes de Fe*3 para lo cual produce exoquelina y micobactina
(figura 5). La exoquelina remueve el Fe*3 de la ferritina y forma un éomplejo,
éste difunde libremente y transfiere ripidamente el Fet3 quelado dentro de la
célula micobacteriana. La micobactina toma el Fe*3 de la transferrina logrando
asi un suministro ideal.

Alta produccién de sulfolipidos: Los sulfolipidos se componen de varios 4cidos
grasos (no de dcidos micélicos) unidos a una molécula de trealosa sulfatada.
Estos facilitan la infecci6n al inhibir la fusién fagosoma-lisosoma, blogueando
con ello la respuesta inmune del huésped.

Requerimientos de oxigeno: La micobacteria es estrictamente aerobia, y dada la
alta tensi6én de O, en el pulmén es éste su lugar ideal de desarrollo.

Aumento en la produccién de catalasa: Esta enzima actiia sobre el peréxido de
hidrégeno que es producido por células fagociticas y que es un factor importante

para matar las bacterias ingeridas.

Ninguno de los factores mencionados anteriormente puede definir completamente

la patogenicidad del microorganismo.
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Figura 5. Mecanismo de captura de Fe +3 en la micobacteria mediado por exoquelinas y
micobactinas. Tomado del Bloom, B R. (4).

1.3.2 Tuberculosis clinica

La tuberculosis pulmonar se adquiere por inhalacién de gotitas de expectoracién
suspendidas en el aire expulsadas por un enfermo al toser o estomudar. Estas gotitas
son de tamafio aproximado de 5 um y pueden contener hasta dos bacilos tuberculosos
cadauna(l,2,4y5).

Después de ser inhalados, los microorganismos virulentos llegan a los espacios
alveolares y son fagocitados por macréfagos. Dentro de los macréfagos, las bacterias se
multiplican con una reaccién del huésped minima, posteriormente el bacilo se disemina
hacia los ganglios regionales en el hilio del pulmén y luego hacia el torrente circulatorio,
el cual lleva los microorganismos a casi todo el organismo. Se produce entonces la
diseminacién linfohemat6gena asintomadtica de la infeccién primaria. La mayoria de los

bacilos circulantes son eliminados por los érganos reticuloendoteliales (1, 2,4 y 5).



En los 4pices pulmonares y en menor proporcién en los rifiones, reas esqueléticas
vasculares y ganglios linfiticos continda la multiplicacién bacteriana. Después de 4
semanas aproximadamente de la infeccién, el desarrollo de la inmunidad celular y la
hipersensibilidad tuberculfnica alteran el curso de la infeccién. Los macréfagos
activados limitan alin méis el crecimiento bacteriano y reducen el nimero de
microorganismos en los focos primarios y metastisicos (1, 2,4 y 5).

La respuesta inflamatoria no especifica se torna granulomatosa y hay formacién de
tubérculos, los cuales son agregados de macrdfagos agrandados (células epitelioides).
Este agregado esté rodeado de fibroblastos, macréfagos y linfocitos. Con frecuencia, la
regién central sufre necrosis caseosa y se produce un tubérculo blando (1, 2, 4 y 5).
Después del desarrollo de ia hipersensibilidad, la lesién se toma inactiva y asintomética
en la mayoria de los pacientes (90 %).

La infeccion inicial con Mycobacterium tuberculosis se denomina tuberculosis
primaria. La enfermedad posterior, ya sea a partir de fuente ex6gena o por reactivacion
de una infeccién primaria, se conoce como tuberculosis secundaria o reinfeccién (1- 4).

Si la infeccién tuberculosa inicial no cede, se produce una enfermedad secundaria
a pesar de la inmunidad celular adquirida. La enfermedad puede evolucionar a una
enfermedad clinica en individuos muy jévenes y en adultos inmunocomprometidos. La
progresién puede ser en el sitio de Ja lesién primaria o en sitios alejados, donde los
bacilos llegaron durante la diseminacién hematégena temprana (1,4 y 5).

Las lesiones se localizan generalmente en los 4pices de los pulmones. La
tuberculosis pulmonar apical se manifiesta en los primeros dos afios de la infecci6n
primaria en €l 5% de los pacientes. La enfermedad puede evolucionar décadas después,
al disminuir la resistencia del individuo a la enfermedad. Por lo tanto, los focos inactivos
que alojan microorganismos viables, son un riesgo potencial durante toda la vida de un

individuo (1, 2, 4-6).



1.3.3 Epidemiologia de la tuberculosis

El desarrollo de la enfermedad clinica esta asociada generalmente a padecimientos
que reducen la habilidad del huésped para responder a la tuberculosis; tales como la
silicosis, diabetes y enfermedades asociadas con inmunosupresién como el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y el tratamiento con corticosteroides y ofras
drogas (7-16). !

La pandemia del SIDA y la evidencia de su relacién con tuberculosis ha generado
un marcado incremento en la incidencia de 1a tuberculosis en algunos paises cambiando
radicalmente su epidemiologia. Debido a la habilidad del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) de destruir el sistema inmune, la infeccién por este virus ha emergido
como el factor de riesgo méis importante para la progresién de la infeccién a la
enfermedad clinica (7 y 16) y ha generado una crisis de primera magnitud en saiud
publica. Se ha estimado que desde el inicio de la pandemia del SIDA, mas de 5 millones
de personas alrededor del mundo estdn infectadas de tuberculosis y SIDA; una gran

mayoria de cllos vive en Africa (Figura 6).

11 {11/
\NNNNANNF/Fd

| Total global = 5.1 millones positivos I

Figura 6. Distribucién global estimada de adultos infectados con SIDA y tuberculosis a
mitad de 1993. Cifra por 1000. Adaptado de Bloom, B.R. (4).
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14 Meétodos de laboratorio para el diagnéstico de 1a tuberculosis

Ya que Mycobacterium tuberculosis es una micobacteria altamente infecciosa,
para el manejo del microorganismo y de muestras que potencialmente lo contengan,
deben seguirse las recomendaciones de bioseguridad de nivel 2 (1-6, 17-22). Este nivel
‘de bioseguridad involucra el empleo adecuado de una campana de seguridad biolégica,
uso de luz ultravioleta, uso de desinfectantes y empleo de ropa protectora (guantes,
cubrebocas, bata exclusiva para el 4rea de trabajo). Todo el trabajo de laboratorio debe
ser realizado por personal en buen estado de salud y capacitado para ¢l trabajo de
micobacteriologia. Los métodos que se emplean para el estudio de la tuberculosis son:
tincién de Zhiel Neelsen, cultivo de Mycobacterium tuberculosis, método radiométrico,

pruebas genéticas, y métodos cromatograficos.

1.4.1 Tincién de Zhiel Neelsen

Para realizar esta tincién, se realiza una preparacién de espécimen en portaobjetos.
Se fija al calor y se tifie con fucsina fenicada por 15 minutos. Posteriormente, se
decolora con alcohol-dcido y se tifie con azul de metileno. Se deja secar la preparacién y
se observa al microscopio con objetivo de inmersién. Los bacilos 4cido-alcohol
resistentes aparecen color rojo y el resto de la muestra se tifie de color azul.

La tincién de Zhiel-Neelsen es un método poco sensible ya que requiere de 10,000
bacilos/ml en la muestra estudiada para la deteccién de bacilos 4cido-alcohol resistentes
en la preparacién. Esta tincién fue una herramienta importante en el pasado; sin
embargo, la corriente epidemioldgica actual ha disminuido su valor diagnéstico. Por lo
tanto, el aislamiento e identificacién del microorganismo en muestras del paciente es

necesario para el diagnéstico definitivo (1-6, 17-22).
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1.4.2 Cultivo de Mycobacterium ruberculosis

Los bacilos tuberculosos pueden crecer en un medio sintético muy simple, pero
para el aislamiento a partir de material clinico, es necesario un medio mds complejo con
una base de huevo o una base de agar-suero. Crecen muy lentamente, incluso en
condiciones dptimas y son necesarios 14 a 28 dfas de incubacién a 37°C para observar el
crecimiento. En medios liquidos sintéticos, las propiedades hidr6fobas de la superficie
celular generan un crecimiento laminar en la superficie del medio. Si se agrega al medio
liquido un detergente no iénico (tween 80), se obstaculiza Ja agregacién celular y hay
crecimiento difuso. La inyeccién de aire a los cultivos por rotacién incrementa
notablemente la velocidad de crecimiento y acorta la fase lag (1-6, 17-22).

En México, el medio de cultivo més frecuentemente utilizado es el Lowenstein
Jensen (base de huevo). Para la identificacion, se realizan pruebas bioquimicas
empleando diferentes substratos y medios de cultivo solidificados con huevo. Estos
medios son preparados especialmente para cada una de las pruebas con las variantes

requeridas en cada caso (1-6, 17-22).
1.4.3 Método radiométrico.

El método esté disponible comercialmente (Becton Dickinson) y emplea un medio
de cultivo liquido con 4cido palmitico marcado con carbono 14 como sustrato el cual la
micobacteria metaboliza y excreta en forma de CO, (4 y 23). Este CO, marcado se
detecta en la aimésfera del cultivo. El crecimiento en este medio puede ser detectado en
1 a 2 semanas, dependiendo del niimero de bacterias en la muestra. No es especifico ya
que detecta también el metabolismo de microorganismos contaminantes.

Para la diferenciacion del complejo Mycobacterium tuberculosis, este método

emplea el p-nitro-a-acetilamino-B-hidroxipropiofenona (NAP) ‘ademés del 4cido
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palmitico marcado con carbono y requiere de un tiempo de incubacién promedio de 3
dias (4 y 23).

El método radiométrico se emplea también para la determinacién de la
sensibilidad a Isoniacida, rifampicina, etambutol, pirazinamida y estreptomicina. Los
resultados se¢ obtienen en un tiempo méximo de § dias y este método ha dado buenos

resultados, si bien tiene la desventaja de ser caro.

1.4.4 Pruebas genéticas

Las pruebas genéticas se basan en el andlisis de la presencia de secuencias de
genes especificos de ]a micobacteria . Se han empleado tanto la hibridacién de DNA
como la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La hibridacién de DNA estd disponible comercialmente (AccuProbe, Gen -Probe,
San Diego, Calif.) y se basa en la habilidad de un 4cido nucleico marcado para asociarse
con un RNAr Dbacteriano especifico y formar un complejo estable (4 y 23). Este
complejo se une al acridino quimioluminiscente y tras la adicién de H,O, se mide la
respuesta con un luminémetro. Ademds hay disponibles ofras pruebas para la
identificacién de Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
kansasii y Mycobacterium gordonae. El fabricante describe la prueba en cultivos
desarrollados en medio sélido o en caldo Middelbrook 7H9 y gue no hay interferencia si
el cultivo se desarrolla contaminado.

En la técnica de PCR se amplifican las cadenas individuales de DNA blanco
empleando una pareja de oligonucleStidos que se aparean con la secuencia blanco
flanquedndola. Actiia después una DNA polimerasa en una reaccién de varios ciclos
(generaimente entre 20 y 30). En esa técnica hay una produccién exponencial de
millones de copias del gen o segmento de DNA especifico sometido al proceso (4 y 24-
28).
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Una ventaja importante de esta técnica es que puede detectar desde unas pocas
bacterias en un espécimen y el diagnéstico se completa el mismo dia de la recolecci6n de

la muestra (4).
1.4.5 Métodos cromatogrificos

La técnica cromatografica se basa en el andlisis de 4cidos grasos presentes en la
micobacteria. Se emplean tanto la Cromatografia Gas-Liquido (CGL) como la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR).

La CGL emplea una gas ¢hidrégeno) como fase mévil para llevar una muestra a
través de una columna con una fase estacionaria liquida (OV-17) y seiaarar los
componentes del espécimen (23, 29-30). En la CGL los microorganismos se someten a
un proceso de saponificacion de los lipidos de la pared de la micobacteria,
posteriormente el producto se trata con una mezcla BF;-metanol para formar los ésteres
metilicos trifluoroacetilados y estos derivados se extraen con una mezcla hexano-
metanol. La muestra se inyecta en un cromatégrafo de gases equipado con un
espectrébmetro de masas, Ya que la CGL presenta algunas desventajas, tales como el
trabajo a altas temperaturas (350 °C) y la descomposicién de la muestra, actualmente se
emplea mis la CLAR.

La CLAR se basa en el andlisis de 4cidos grasos de cadena larga llamados édcidos
micélicos y emplea una fase mévil liquida a alta presién para llevar una muestra a través
de una columna empacada con una fase estacionaria en la cual se separan los
componentes del espécimen (23, 31-40). Para el andlisis por CLAR, se saponifican unos
micolatos de peptidoglicano-arabinogalactano que se encuentra en la pared de la
micobacteria, posteriormente los fcidos mic6licos liberados se extraen y se derivatizan a
p-bromofenacil ésteres. La muestra se inyecta en un cromatégrafo de liquidos de alta

presion equipado con un detector de UV-VIS. Ya que el perfil cromatogréfico de 4cidos
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micélicos es unico en cada especie micobacteriana, este método s¢ emplea en la
identificacién de micobacterias de importancia médica con una exactitud del 98.6 % (23,
31-40).

1.5 Tratamiento de la tuberculosis

.

1.5.1 Antifimicos empleados

En el tratamiento de la tuberculosis se emplean antifimicos primarios: Isoniacida,
estreptomicina, rifampicina y pirazinamida; asi como antifimicos secundarios:
etionamida, capreomicina, kanamicina, cicloserina, 4cido p-aminosalicilico (41-47). Los
antifimicos secundarios se emplean sélo cuando se desarrolla resistencia a los
antifimicos primarios. Los antifimicos actian de diferentes maneras en la célula
micobacteriana: inhibicién de la sintesis de la pared celular, inhibicién de la sintesis de

protefnas e inhibicién de la sintesis de 4cidos nucleicos (figura 7).
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metabolismo de folato
(PAS)

DNA girasa
(quinolonas)

RNA polimerasa
( rifampicina)

PABA

ribosoma
(estreptomicina)
cicloserina: sintesis de peptidoglicanos
isoniazida: sintesis de dcidos micélicos?
sintesis de pared etambutol: sintesis de arabinogalactano/arabinomananos?

celular etionamida: sintesis de dcidos micélicos

Figura 7. Sitios de accién de algunos antifimicos. DHFR, dehidrofolatoreductasa;
PABA, écido p-aminobenzoico; PAS, 4cido p-aminosalicilico. Tomada del Bloom, B.R.

4).

1.5.2 Sensibilidad y resistencia

Las cepas de Mycobacterium tuberculosis sensibles contienen menos del 1% de la

poblacién bacteriana resistente a la droga antituberculosa probada a concentraciones

criticas; es decir, concentraciones significativamente mayores que las concentraciones

minimas inhibitorias y extrapolables a dosis terapéuticas (2-6).

Las cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes presentan una proporcién

incrementada de mutantes resistentes al antifimico probado, esta resistencia es
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espontinea ¢ independiente de la exposicién al antifimico. La frecuencia de mutantes
esponténeas resistentes en un cultivo de bacilos tuberculosos se estima en 1 de 10 3 para
Isoniacida y 1 de 10 6 para estreptomicina. Esto es importante porque los pacientes
tuberculosos con cavidad pulmonar pueden tener una poblacién bacilar de 107 a 109. Si
estos pacientes se tratan con un sélo agente antifimico, habrd desarrollo selectivo de
mutantes resistentes a tal droga y estardn infectados pronto por microorganismos
resistentes y el tratamiento serd inefectivo (1-5, 46-47). La resistencia primaria se
presenta cuando un individuo se infecta con microorganismos resistentes provenientes
de otro paciente. La deteccion de la resistencia primaria de un aislamiento microbiano de
un paciente recientemente diagnosticado como tuberculoso es esencial para el ajuste
adecuado de la terapia. .

La multiresistencia es la resistencia de un microorganismo a 2 o mas antifimicos.
Las cepas multiresistentes se generan ficilmente como resultado de un seguimiento
inadecuado del tratamiento debido a la multiplicacién selectiva de mutantes resistentes

(46,47).

1.5.3 Pruebas de sensibilidad

En el laboratorio de micobacteriologia se realizan pruebas para conocer la
sensibilidad de Mycobacterium tuberculosis (17-22) empleando el método de
proporcién, directo o indirecto. Se utiliza agar Middelbrook 7H11 en placas Petri y a
éste se incorporan concentraciones criticas de antifimico. Se inoculan con una
suspensién de micobacterias cuya turbidez comresponda a la del tubo 1 del nefelémetro
de Mc Farland. Ademds se¢ inocula como control una placa sin antifimico.
Posteriormente las placas con y sin antifimico se incuban por 3 semanas a 37°C y se

cuentan las Unidades Formadoras de Colonia (UFC) desarrolladas. El porcentaje de
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micobacterias resistentes en la poblaci6n se reporta en base a la comparacién del mimero
de UFC/ml en el medio que contiene el medio con antifimico y la cuenta obtenida en el
medio libre de antifimico.

Si se tiene en cuenta que el método indirecto de proporcién para la determinaci6n
de la sensibilidad requiere de tres semanas para la obtencién de resultados, es de gran
importancia el desarrollo de métodos que permitan conocer en menor tiempo los
patrones de sensibilidad de cepas de Mycobacterium tuberculosis y tener un acceso
répido al tratamiento ideal. Esta biisqueda cobra importancia en la actualidad debido al
resurgimiento a nivel mundial de la tuberculosis como problema de salud piblica y

sobre todo por la aparicién de cepas multiresistentes a las drogas.

1.6. Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Desarrollar un método para determinar la sensibilidad a antifimicos de
Mycobacterium tuberculosis analizando 4cidos mic6licos por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) y compararlo con el método de cuenta en placa y
las pruebas de sensibilidad determinadas por ¢l método indirecto de proporcién.

1.6.2. Objetivos especificos
1. Estandarizar el método de andlisis de &cidos micélicos de Mycobacterium
" tuberculosis por CLAR ,

2.  Determinar la cinética de crecimiento en ausencia de antifimico por los métodos

de cuenta en placa y por CLAR.
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Correlacionar las cinéticas de crecimiento en ausencia de antifimico obtenidas por
los métodos de cuenta en placa y por CLAR

Determinar la cinética de crecimiento en presencia de antifimicos por los métodos
de cuenta en placa y por CLAR.

Correlacionar las cinéticas de crecimiento obtenidas en ausencia de antifimicos
por los métodos de cuenta en placa y por CLAR.

Correlacionar Jas Einéticas de crecimiento obtenidas en presencia y en ausencia de
antifimico por los métodos de cuenta en placa y por CLAR.

Determinar la sensibilidad por el método indirecto de proporcién (tradicional).
Correlacionar los resultados obtenidos por los métodos de CLAR e indirecto de

proporcion.
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CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS
2.1 [Estrategia general

Para el desarrollo del método para determinar la sensibilidad a antifimicos de
Mpycobacterium tuberculosis analizando 4cidos mic6licos por CLAR y compararlo con el
método de cuenta en placa y el método indirecto de proporcién se siguié la estrategia
general que se muestra en la figura 8.

Se prepar6 la cepa para tener un suministro constante de microorganismos en la
misma fase del desarrollo micobacteriano y se estandarizé el método de anélisis de dcidos
micOlicos, con el fin de identificar los picos correspondientes a los dcidos micélicos y
obtener una buena reproducibilidad en el drea total de dichos picos cromatogréficos. Se
realizaron las cinéticas de crecimiento micobacteriano en presencia y ausencia de
antifimico evaluando el &rea total correspondiente a los picos de &dcidos mic6licos
(ATAM) a través del tiempo. Los resultados obtenidos se validaron al comparar dichas
cinéticas con sus correspondientes pero evaluadas por cuenta en placa como UFC/ml.
Posteriormente, la comparacién de las cinéticas de crecimiento micobacteriano en
presencia y ausencia de antifimicos deteminadas por CLAR permitié conocer a partir de
qué dia se observa la inhibicién del desarrollo micobacteriano y concluir que la cepa
empleada es sensible a los antifimicos probados. Esta sensibilidad se ratificé con el

método indirecto de proporcién.
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l Preparacién del material biolégico I
I

Estandarizacién del
método de anilisis

f— o (Cinética de ) ( Cinéticade )
crecimento | | Secimento | | cecimiento || erecimiento || 5 TE
en ausencia { | en presencia ch ausencia <N presencia por el métod
de amtiffmico | | de antifimico | [d¢ 2ntifimico J | de antifimico § 175, 5oy
por CLAR por CLAR el POFEECER 1§ I proporcién
en placa en placa
\ \§ .

L T

( Correlacion de

Correlacién de cinéticas de
cinéticas de crecimiento
crecimiento en presencia de

por CLAR y por antifimico por

cuenta en placa CLAR y por
cuenta en placa

i

Correlacion de cinéticas de crecimiento
en presencia y en ausencia de antiffmico

Correlacién de resultados obtenidos
en pruebas cinéticas y el método indirecto de proporcion

Figura 8. Esquema que muestra la estrategia general seguida para desarrollar un método
para determinar la sensibilidad de Mycobacterium tuberculosis a antifimicos analizando
dcidos micélicos por CLAR y compararlo con el método de cuenta en placa y el método
indirecto de proporci6n.
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2.2 Elementos de bioseguridad

Para el manejo del microorganismo se siguieron las recomendaciones del nivel de
bioseguridad 2 (17-22).

Todos los procedimientos que potencialmente generaron aerosoles se realizaron
dentro de una campana de seguridad biol6gica clase Il (Labconco), la cual estuvo
equipada con un filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air). El flujo a través de la
campana se ajust6 para que proporcionara una presién de 0.5 pulgadas de agua. Se trabajé
en una seccién construida con un sistema de ventilacién de una tinica entrada de aire para
mantener la circulacién en una sola direccién, de un 4rea limpia a otra menos limpia. Se
empled ropa protectora especial: cubrebocas, bata de laboratorio, bata de laboratorio
exclusiva para el drea de trabajo y guantes.

Se empled una solucién de formaldehido al 5% (v/v) en agua como agente
desinfectante, asf como alcohol isopropilico al 70% (v/v) en agua para la desinfeccién de
superficies externas del material de vidrio empleado. Todo del material se deseché en
bolsas especiales y se esteriliz6 antes de descartarse. .

Se cont6é con apoyo médico profesional para verificar el estado de salud de la
persona que manejé el microorganismo. Antes de iniciar la parte experimental del
proyecto, dicha persona recibi6 una dosis de intradermoreaccién de PPD (Protein
Purificate Derivate) presentando una reaccién de 4 mm. Se probé nuevamente 3 semanas
después del término de la parte experimental y no presenté aumento en la reacci6én. Se
tomé ademds una placa de Rayos X de térax como un auxiliar en la verificacién de su

estado de salud pulmonar.



2.3 Preparacion del material biolégico

2.3.1 Conservaci6n del material biolégico

Para tener un suministro constante de suspensién micobacteriana de trabajo con
micobacterias en la misma fase del crecimiento, se prepar6 el microorganismo como se
muestra en la figura 9.

Se emple6 la cepa Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 que se
adquirié especialmente para este trabajo en American Type Culture Collection, Rockville,
MD.

Hidratacién e inoculacién de la cepa
en 10 tubos con medio LJ

; }
ilithlt bl

l Incubacidn "/’Rgs—iembm

e UUPM

Conservacién de biomasa en viales I

'

Recuperacién
un vial cada 2 sem

Figura 9. Preparacién del material biolégico. El esquema muestra la estrategia
experimental empleada para preparar €l material biclégico.
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Se hidrat6 la cepa con 2 ml de solucién de NaCl al 0.85% en agua (soluci6n salina).
Se inocularon 10 tubos con medio Lowenstein Jensen (LJ, Bioxon) con 0.2 ml de la
suspensién de micobacterias y se incubaron durante 4 semanas a 35-37°C en una
incubadora CI-46 (American Scientific Products).

Después de la incubacion, los microorganismos de 5 tubos se tomaron de la
superficie de] medio con un aplicador de madera estéril y se suspendieron en 60 ml de
solucién de glicerol (J.T. Baker) al 50 % (v/v) en solucién salina. Se prepararon 30
alicuotas de 2 ml en viales de 15 X 50 mm con tapén de rosca y se congelaron a -20°C en
un congelador Cryo-Fridge (American Scientific Products) para conservar la cepa.

Los microorganismos de los 5 tubos restantes se resembraron en 5 tubos con medio
LJ y se incubaron durante 4 semanas a 35-37°C. Después de esta incubacién, se tomaron
los microorganismos de los 5 tubos de la superficie del medio con un aplicador estéril y
se suspendieron en 80 ml de solucién de glicerol al 50 % (v/v) en solucién salina. Se
prepararon 30 alicuotas de 2 ml en viales de 15 X 50 mm con tapén de rosca y se
congelaron a -20°C. Estos viales con microorganismos se emplearon como fuente
permanente de micobacterias para la preparacion de la suspensién micobacteriana de

trabajo.

2.3.2 Preparacién de la suspension micobacteriana de trabajo

Cada dos semanas se descongel6 un vial, se sembré en un tubo con medio LJ y se
incubd durante 4 semanas a 35-37°C. Con la biomasa obtenida, se preparé una
suspension segiin el método descrito por P.T. Kent y G.P. Kubica (19). Se afiadieron
microorganismos con un aplicador de madera estéril a un tubo de 18 X 100 mm con tapén
de rosca con 6 perlas de vidrio y 5 ml de solucién salina. Se homogeneizé en un vortex
por 20 min y se permiti6 que las particulas gruesas sedimentaran. Se separ6 el
sobrenadante y se trasladd a un tubo estéril de 13 X 100 mm. Se ajusté la absorbancia a
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540 nm de esta suspensién a la correspondiente al tubo 1 de! Nefelémetro de MacFarland
con solucién salina, a esta suspensién se le denominé suspensién micobacteriana de
trabajo y se prepar6 recientemente tantas veces como fue necesario durante todo el

trabajo.

2.4 Estandarizacion del método de anilisis de los dcidos micélicos
2.4.1 Andlisis de los dcidos micélicos

Se siguié una modificacién del procedimiento descrito por W.R. Butler y J.O.
Kilburn (34). El método de anélisis comprendi6 las siguientes etapas: una saponificacién
de ésteres, extraccidn y derivatizacion de dcidos micélicos y andlisis por CLAR de estos

derivados.

2.4.1.1 Saponificacion de ésteres y extraccién de 4cidos micolicos

Los 4cidos micélicos estdn unidos covalentemente a la pared de la micobacteria, por
lo tanto fue necesario realizar una saponificacién y posterior extraccién de los mismos.

Se prepar6 1 tubo de 13 X 100 mm con tap6n de rosca con 1 ml de la suspensién
micobacteriana de trabajo preparada como se describié anteriormente, se afiadieron 1.5
ml de solucién de KOH (J.T. Baker) al 50 % en una mezcla metanol (J.T. Baker)-agua
(75:25) y se mezcl6 por inversién suave. El tubo se calenté 1 hora en un autoclave a
121°C y se enfrié a temperatura ambiente. Se afiadieron 1.35 ml de HCI al 50 % v/v en
agua y se agit6 suavemente por inversion. Posteriormente, se afiadié 1 ml de CH,Cl,
grado HPLC(Mallinckrodt) y se agit6 el tubo vigorosamente. Se separé la fase orgénica y
la fase acuosa se extrajo 2 .veces miés con 1 ml de CH;Cl, grado HPLC en cada
extraccién. Los extractos orgénicos se recolectaron en un tubo de 13 X 100 mm con tapén

de rosca. El extracto orgénico se llevé a sequedad calentando a 60°C en un bloque de
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calentamiento (Thermolyne, Type 17600) y con corriente de N,. El tbo se enfrié a

temperatura ambiente para llevar a cabo la reaccion de derivatizacién.

2.4.1.2 Derivatizacién de los dcidos micélicos

Después de extraer los 4cidos micélicos liberados por saponificacién, se
derivatizaron mediante la esterificacién con un reactivo aromético (p-bromofenacil-8)
para formar un derivado con un méximo de absorcién a 260 nm que dé sefial a un detector
de UV en el sistema cromatogréfico (48-50).

Al tubo del punto anterior se afiadi6é 0.1 ml de solucién de KHCQ3 (JT Baker) 0.2
M en agua. Se calenté a 60°C en un bloque de calentamiento y se llevé a sequedad con
corriente de N, Posteriormente se afiadié 1 ml de CH,Cl, grado HPLC y 50 pl de
reactivo p-bromofenacil-8 (Pierce Chemical Company, Rockford, IL), se cerré
perfectamente el tubo. Se calenté a 85°C durante 20 min, se enfri6 a temperatura
ambiente y se afiadié 1 ml de una solucién al 50 % (v/v) de HCI en una mezcla metanol -
agua (1:1). El tubo se mezcl6 vigorosamente y se separ la fase orgdnica. La fase acuosa
se extrajo 2 veces més con 0.5 ml de CH,Cl, grado HPLC, Los extractos orginicos se
recolectaron en un tubo de microcentrifuga graduados de 2 ml (Cel Associates, Inc). El
extracto orginico se evapor®é a sequedad calentando a 60°C en un blogue de
calentamiento y con corriente de Nj. El tubo se enfrié a temperatura ambiente para su

posterior analisis cromatogréfico.

2.4.1.3 Andlisis cromatografico

El residuo seco de dcidos micSlicos derivatizados se disolvié en 70 pl de CH,Cl,
frio grado HPLC, para minimizar la evaporacién del solvente, se centrifugé a 16000 g
(14000 rpm) en una microcentrifuga Eppendorf (Brinkmann Instruments, Inc) durante 3 s
y se inyect6 inmediatamente en un Cromatégrafo de Liquidos System Gold (Beckman

Instruments, Inc. Berkley Calif). Se emple6 una columna analitica de fase reversa
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Ultrasphere-ODS XL de 70 X 4.6 mm (Beckman) y un detector UV-VIS de arreglo de
diodos 168 System Gold (Beckman) a una longitud de onda de 260 nm. Se utiliz6 un
sistema de elucién de gradiente con un eluyente A (metanol) y un eluyente B (CH,Cl;
grado HPLC): 2 % de B durante 1 min, 20 % de Ben 1 min, 65 % de Ben 9 miny 2 % de
B en 2 min, a un flujo de 2.5 ml/min. Se mantuvieron estas condiciones durante un
minimo de 5 min antes de la siguiente inyeccién. Los eluyentes fueron filtrados y
desgasificados a vacio antes de su uso.

Se identificaron los picos de tiempo de retencién entre 7 y 10 min como
cormrespondientes a los 4cidos micélicos y se determiné el ATAM a cada uno de los

cromatogramas obtenidos.

2.4.2 Evaluacion de las reproducibilidad del método de anélisis

Para determinar si era posible analizar de manera reproducible los dcidos micélicos,
se analizaron 4 muestras de 1 ml de suspensién micobacteriana de trabajo. Las muestras
se saponificaron, se extrajeron y derivatizaron los 4cidos mic6licos, y se realiz6 el anélisis
cromatogrifico. De cada uno de los cromatogramas obtenidos, se calculé el ATAM y con

estos valores, s¢ determind el coeficiente de variacion.

2.5 Determinaci6n de la cinética de crecimiento en presencia y en ausencia de
antifimico por el método de cuenta en placa y por CLAR-

Para determinar la cinética de crecimiento en presencia y en ausencia de antifimico

por ¢l método de cuenta en placa y por CLAR se siguid la estrategia experimental que se

muestra en la figura 10.
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Preparaci6n de 42 tubos con 10 ml de medio Middelbrook 7H9 para
cada una de las cinéticas

| Inoculacién I
| Incubacién a 35-37 ¢ C y con agitaci6én constante

Andlisis de 3 muestras a cada uno de los dias correspondientes I

Andlisis de cada una de las las muestras

5 ul para verificar
pureza del cultivo

100 pl
para la cuenta en placa

Anélisis por CLAR |

Figura 10. Esquema que muestra la obtencién, manejo y andlisis de las muestras en los
estudios cinéticos.

Se determiné la cinética de crecimiento de Mycobacterium tuberculosis en
presencia y en ausencia de antifimico evaluando ¢l ATAM por CLAR a través del tiempo
para determinar la posibilidad de detectar la inhibicién del crecimiento del
microorganismo en presencia de antifimico. Asimismo, se determiné la cinética de
crecimiento por cuenta en placa para validar el método cromatogrifico y ademés

correlacionar el ATAM con las UFC/ml.

28



2.5.1 Preparacién de medios de cultivo

Para determinar Ja cinética de crecimiento por CLAR, se empleé el medio liguido
Middelbrook 7H9 (Becton Dickinson) ya que sus componentes son muy similares a los
del medio de cultivo semis6lido empleado para las pruebas de sensibilidad tradicionales
(Middelbrock 7H10).

Para determinar la cinética de crecimiento por el método de cuenta en placa se

utilizé el mismo medio empleado en las pruecbas de sensibilidad tradicionales.

25.1.1 Preparacién del medio de cultivo Middelbrook 7H9

Se prepar6 el medio de cultivo de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Becton
Dickinson Microbiology Systems). Se suspendieren 4.7 g de medio en polvo Middelbrook
7H9 en 900 ml de soluci6n de tween 80 al 0.2 % (v/v) en agua y se hicieron alicuotas de
180 ml en matraces Erlenmeyer de 500 ml. Se esterilizé en autoclave a 121°C durante 10
min y se enfri6 a 45°C. Se afiadieron asépticamente 20 m] de enriquecimiento
Middelbrook ADC (Becton Dickinson Microbiology Systems). El medio se fraccion6 en
tubos estériles de 24 X 100 mm en cantidades de 10 ml y se incub6 durante 24 hr a 35-
37°C para verificar esterilidad. Los tubos que no presentaron turbidez se aceptaron para

su empleo en las pruebas cinéticas de crecimiento.

2.5.1.2 Preparacién de los tubos con medio Middelbrook 7H9 con Isoniacida

Se pesaron 100 mg de Isoniacida estéril en polvo de potencia 1000 mg/g (Sigma
Chemical Company), se disolvieron en agua destilada estéril y se afor6 a 100 ml. Se tomé
1 ml de esta solucién, se diluyé en agua destilada estéril y se aforé a 10 ml. Esta dilucién
generé una solucién de concentracién 100 pg/ml.

Por otra parte, en un matraz Erlenmeyer se prepararon 499 ml de medio de cultivo
Middelbrook 7H9 como se describi6 anteriormente (2.5.1.1.) y se afiadié 1 ml de la
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solucién de Isoniacida de concentracién 100 pg/ml. La concentracién final de Isoniacida
en el medio de cultivo fue de 0.2 pg/mi. El medio de cultivo se fracciond en voliimenes
de 10 ml en tubos de 24 X 100 mm estériles. Se incubaron 24 hr a 35-37°C para verificar
esterilidad. Los tubos que no presentaron turbidez se consideraron aceptables para su

empleo en las pruebas cinéticas de crecimiento.

2.5.1.3 Preparacién de los tubos con medio de cultivo Middelbrook 7H9 con
estreptomicina

Se pesaron 125 mg de sulfato de dihidroestreptomicina estéril en polvo de potencia
800 mg/g (Sigma Chemical Company), se disolvieron en agua destilada estéril y se aford
a 100 ml. Por otra parte, en un matraz Erlenmeyer se prepararon 499 ml de medio de
cultivo Middelbrook 7H9 como se describi6 anteriormente (2.5.1.1.) y se afiadié a este
medio 1 ml de la soluci6n de estreptomicina preparada anteriormente. La concentracidn
final de estreptomicina en el medio de cultivo fue de 2 pg/ml.

E!l medio de cultivo se fraccioné en volimenes de 10 ml en tubos de 24 X 100 mm
estériles. Se incubaron a 35-37 °C durante 24 hr para verificar esterilidad. Los tubos que
no presentaron turbidez se aceptaron para su empleo en las pruebas cinéticas de

crecimiento.

2.5.1.4 Preparaci6n del agar Middelbrook 7TH10

Se signié el método descrito por Kent (19). Se prepararon fracciones de 180 m! de
medio de cultivo de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Becton Dickinson,
Microbiology Systems). Se pesaron 3.6 g de agar Middelbrook 7H10 en polvo y se
suspendi6 en 180 ml de agua destilada. Se esterilizé en autoclave por 10 min a 121°C y se
enfri6 el medio a 56°C en bafio de agua y se afiadieron 20 m! de enriquecimiento
Middelbrook ADC. El agar se vaci6 en placas Petri divididas en cuadrantes en cantidades

de 5 ml por cuadrante, se dejaron enfriar y se permiti6 al agar solidificar. Las placas se
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incubaron a 35-37°C durante 24 hr para verificar esterilidad. Las placas que no

presentaron colonias se aceptaron para su empleo en las pruebas cinéticas de crecimiento.
2.5.2 Obtenci6n de las muestras

Para cada uno de los estudios cinéticos en ausencia y presencia de cada uno de los
antifimicos, se prepararon 42 tubos como se describié anteriormente (2.5.1.1., 2.5.1.2. y
~ 2.5.1.3). Los tubos se inocularon con 10 il de suspensién micobacteriana de trabajo y se
incubaron a 35-37°C en agitacion constante a 13 rpm en un agitador (Laboratory Rotator,
Modelo Glas-Col). Se retiraron 3 tubos de la incubacién a los dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 8, 11,

14, 17, 20, 23, 26 y 29, siempre a la misma hora.
2.5.3 Determinacion de las UFC/ml por el método de cuenta en placa

Cada dia, inmediatamente después de sacar los tubos de la incubadora, se agitaron
en un vortex durante 15 minutos y se emplearon 100 pl de suspensién micobacteriana
para preparar diluciones 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000. De cada dilucién se sembr6 0.1
ml en una placa Petri con agar Middelbrook 7H10. Las placas se incubaron a 35-37°C por
cuatro semanas. Después de esta incubacién, se contaron las UFC/ml desarrolladas.

Se emplearon ademas 5 pl de suspensién micobacteriana para realizar una
preparacin en portaobjetos y teiirla por el método de Zhiel Nt;elsen (3) para verificar la
pureza del cultivo. Los tubos se consideraron aceptables si en la preparacién aparecian
solamente bacilos dcido-alcohol resistentes.

Los tubos con el resto del crecimiento micobacteriano se congelaron a -20°C para

su posterior andlisis.
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2.5.4 Anélisis de 4cidos mic6licos

Se emples el método descrito anteriormente (2.4.1.), modificado para un volumen
de 10 ml. A cada una de las muestras de los estudios cinéticos se afiadieron 15 ml de
solucién de KOH al 50 % en una mezcla metanol-agua (75:25) y se agitaron los tubos
suavemente por inversion. Se calentaron 1 hora en un autoclave a 121°C. Los productos
de saponificacién se enfriaron a temperatura ambiente y se trasladaron a tubos de 25 X
200 mm con tapén de rosca. Posteriormente se afiadieron 13.5 ml de HCI al 50 % v/v en
agua (esta solucion se emple6 para arrastrar lo que hubiera quedado en la pared de los
tubos de cultivo) y se agitaron snavemente por inversioén. La primera extraccién se realiz
con 1 ml de CH,Cl, grado HPLC, agitacién vigorosa y separacion la fase orgénica. El
residuo acuoso se extrajo 2 veces mds con 1 ml de CH,Cl,. Los extractos orgéanicos se
recolectaron en tubos de 13 X 100 mm con tapén de rosca y se llevaron a sequedad
calentando a 60°C en un bloque de calentamiento y con corriente de No Los residuos se

analizaron como se describi6 previamente (2.4.1.2 y 2.4.1.3.).

2.6 Evalvacion de resultados

Después de realizar el andlisis cromatogrifico y de contar las UFC/ml en las placas
Petri previamente inoculadas, se determinaron la media, la desviacién estdndar y el
coeficiente de variacion de los valores obtenidos en cada uno de los dias en la
determinacién de ATAM por CLAR y en la determinacién de UFC/ml en presencia y en
ausencia de antifimico. Se realiz6 una correlacién entre el ATAM y las UFC/ml y una
correlacin entre las cinéticas de crecimiento micobacteriano evaluadas por CLAR y por
cuenta en placa. Ademés se compararon Jas cinéticas de crecimiento bacteriano en

ausencia y en presencia de antifimico.
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2.6.1 Correlacidn entre el ATAM y las UFC/ml

Para conocer la relacién entre las UFC/ml y los resultados obtenidos en el andlisis
cromatogréfico, se realizé una gréfica de los valores de UFC/m] vs ATAM. Los valores
experimentales se ajusiaron a una ecuacioém exponéncial empleando el método de
regresién no lineal. Ademi4s, se realizé una grifica de los valores del logaritmo de
UFC/ml vs ATAM y los valores experimentales obtenidos se ajustaron a una ecuacién
lineal empleando el método de regresion lineal de minimos cuadrados. Estos ajustes
matemdticos se realizaron con ayuda del programa GraphPAD 2.0 que emplea el

algoritmo iterativo de Marquardt (50).

2.6.2 Correlacién de la cinéticas de crecimiento micobacteriano evaluadas por CLAR y
por cuenta en placa

Se realiz6 una grafica de los valores de ATAM vs tiempo y €l logaritmo de UFC/m!
vs tiempo. Estos datos experimentales se ajustaron a una ecuaci6én sigmoidal empleando
el método de regresin no lineal con ayuda del programa GraphPAD 2.0.

Se realiz6 una superposicién de las grificas obtenidas y se compararon cada una de
las fases del crecimiento micobacteriano. En la fase lag se calculé el porcentaje de
incremento de]l ATAM vy del logaritmo de UFC/ml. Ademds, durante la fase exponencial
se ajustaron los datos experimentales de cada una de las curvas cinéticas a respectivas
rectas empleando el método de regresién lineal de minimos cuadrados y se realizé una
comparacién cuantitativa de las pendientes. Por (ltimo, en la fase estacionaria se

determiné e] porcentaje de incremento del ATAM y del logaritmo de UFC/ml.
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2.6.3 Comparacién de las cinéticas de crecimiento micobacteriano en ausencia y
presencia de antifimico

Se realizé una grafica de los valores del ATAM y el logaritmo de UFC/ml vs
tiempo en presencia de cada uno de los antiffmicos. Estas gréficas se compararon con las
curvas cinéticas correspondientes en ausencia de antifimico.

Para determinar el dfa a partir del cual se observé inhibicién del crecimiento
micobacteriano, se compararon los valores de ATAM y logaritmo de UFC/ml de cada dia
de las cinéticas en ausencia de antifimico con sus correspondientes de las cinéticas en
presencia de antifimico mediante una prueba t de Student de muestras apareadas con o =
0.05 con ayuda del programa Microsoft Excel 5.0.

2.7 Determinacién de la sensibilidad por el método indirecto de proporcién

Para determinar la sensibilidad de Mycobacterium tuberculosis por el método

indirecto de proporcién se siguié el método descrito por Kent (19).

2.7.1 Preparacién de medios de cultivo

2.7.1.1 Preparacion de solucién concentrada de Isoniacida

Se pesaron 100 mg de Isoniacida de potencia 1000 mg/g (Sigma, Chemical
Company) estéril, disolvieron en agua destilada estéril y se afor$ a 100 ml. Se disolvié 1
ml de esta solucién en agua destilada estéril y se afor6 a 10 ml, para dar una soluci6n de
trabajo de concentracién 100 pg/ml.



2.7.1.2 Preparacion de solucién concentrada de estreptomicina

Se pesaron 125 mg de sulfato de dihidroestreptomicina de potencia 800 mg/g
(Sigma Chemical Company), se disolvieron en agua destilada estéril y se afor6 a 10 ml.
Se disolvié 1 ml de esta solucién en agua destilada estéril y se aforé a 10 ml, para dar una

solucién de trabajo de concentracién 1000 pg/ml.

2.7.1.3 Preparacién del agar Middelbrook 7H10 con antifimico

El agar Middelbrook 7H10 se prepard de la manera que se describié anteriormente
(2.5.1.4.) con las siguientes modificaciones:

Para el agar con Isoniacida, antes de vaciar a placas Petri se afiadieron 0.4 ml de la
solucién concentrada de Isoniacida y se obtuvo una concentracién final de 0.2 pg/ml.

Para el agar con estreptomicina, antes de vaciar en placas petri se afiadieron 0.4 ml
de la solucién concentrada de estreptomicina y se obtuvo una concentracién final de 2.0

Hg/ml.

2.7.2 Inoculacion del medio de cultivo

Se transfirieron 0.1 ml de suspensién micobacteriana de trabajo a 9.9 ml de agua
destilada estéril, esto generd una suspension de dilucién 1:100. Esta dilucién se mezcl
en un vortex por 5 min y se transfirieron 0.1 ml a 9.9 ml de agua destilada estéril, esto dio
una dilucién 1:10000.

Se inocularon 3 gotas de Ia dilucién 1:100 de la suspensién micobacteriana de
trabajo en un cuadrante con agar Middelbrook 7H10 e Isoniacida, 3 gotas en un cuadrante
con agar Middelbrook 7H10 y estreptomicina y 3 gotas més en un cuadrante con agar
Middelbrook 7H10 y sin antifimico. De la misma manera se inocul§ la dilucién 1:10000.

Todo lo anterior se realizé por triplicado.
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Se incubaron las placas a 35-37°C durante 4 semanas. Después de este tiempo se

contaron las UFC/ml desarrolladas en el medio de cultivo control, asi como en el medio

de cultivo con antifimico.



CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Elementos de bioseguridad

Ya que se conté con el equipo, el material y la capacitacién recomendada por ¢l
nivel de bioseguridad 2 y que se emple$ de la manera adecuada, no se presentaron

accidentes o contratiempos en el manejo del microorganismo.
3.2 Preparacion del material biolégico

Debido a que la cepa se congelé en viales, hubo un suministro constante de
microorganismo. Ademds, el método empleado permiti6é conservar la cepa corigclada y

disponible para ser utilizada en estudios posteriores.
3.3 Estandarizacién del método de anilisis de los 4cidos micélicos

3.3.1 Analisis de los 4cidos mic6licos.

El proceso de extraccidn se llevé a cabo empleando siempre ¢l mismo método y
con tres extracciones consecutivﬁs para extraer la cantidad mdxima posible de 4cidos
micélicos. No se determiné el porcentaje de recuperacién del proceso de extraccién, pero
si se tomaron las precauciohes necesarias para que no hubiera variaciones en este
proceso y asf lograr una buena reproducibilidad.

La reaccién de derivatizacién se llevé a cabo en forma cuantitativa, ya que se

empled siempre una cantidad constante y en exceso de agente derivatizante (identificado
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en los cromatogramas). Ademdés, al aumentar la cantidad de microorganismos
(determinada por el método de cuenta en placa), se increment6 la sefial cromatogréfica,
indicando con ésto no haber sido un factor limitante.

Los 4cidos micélicos no se cuantificaron, ya que no existen estindares comerciales
disponibles para elaborar curvas de calibracién de la sefial cromatografica. Sin embargo,
ésto no representé problema para este trabajo, ya que se evalu6 el ATAM a través del
tiempo y este a su vez es un reflejo de los niveles de 4cidos micélicos a través del
tiempo.

Se obtuvieron cromatogramas caracteristicos del andlisis de 4cidos micélicos como
el que se muestra en la figura 11. Al inicio del cromatograma se aprecia un pico de
tiempo de retencién 0.3 min, cuya absorbancia excede la unidad. Este pico corresponde
al exceso de agente derivatizante empleado al procesar la muestra ya que es mds polar
que los derivados de los 4cidos micélicos analizados. Se asignaron niimeros a los picos
entre 7 y 10 min en base a su orden progresivo al emerger de la columna segin el
método descrito por Butler et al (36), como se muestra en la figura 11, Se calcularon las
relaciones de altura de los picos 3y 5,4 y 7. La relacién 3/5 es < 0.25 y la relacién 4/7 es
< de 0.5, por lo tanto e} perfil cromatogréifico se identificé como correspondiente a

Mycobacterium tuberculosis.

3.3.2 Evaluacién de la reproducibilidad del andlisis de 4cidos mic6licos

La reproducibilidad del andlisis de los 4cidos micélicos, se evalu6 mediante la
determinacién de la media, y el coeficiente de variacion de los valores de ATAM
obtenidos en el andlisis de una muestra por cuadruplicado, Se obtuvo una media de 7.2 y
un coeficiente de variacién del 14 %, el cual se considera aceptable para muestras

biol6gicas. Ademés, los ensayos cinéticos evaluados por CLAR se hicieron por
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Figura 11. La figura superior muestra un cromatograma caracteristico del anlisis de los
4cidos micélicos. La figura inferior muestra una ampliacién de los picos entre 7 y 10
min y que corresponden a los 4cidos micélicos. Los nimeros se asignaron en base al
orden progresivo al emerger de la columna segin el método descrito por Butler et al
(36).



triplicado y se obtuvieron coeficientes de variacién de los valores de ATAM menores

del 17% a partir del tercer dia.

3.4 Cinética de crecimiento en ausencia de antifimico por cuenta en placa y por
CLAR

Una vez que se estandariz6 y se acepté el método de andlisis, se inicié el estudio
cinético en ausencia de antifimico.

En la figura 12 se presenta la relacion de UFC/ml y el ATAM correspondientes a
cada uno de los dias analizados. Los datos obtenidos se ajustaron a una curva
exponencial (r2 = 0.95). Esta relacién se ratificé con la relacién lineal (12 = 0.98)
obtenida en la gréifica semilogaritmica de UFC/ml vs ATAM (figura 13), e indica que el
logaritmo de UFC/ml es directamente proporcional al ATAM y por lo tanto es posible
calcular las UFC/ml de una suspensién micobacteriana problema con el ATAM
determinado por CLAR. Esto representa una disminucién en el tiempo necesario para
analizar una muestra, ya que €n ¢l método de cuenta en placa se requiere un minimo de 3
semanas y para la determinacién de ATAM por CLAR se requiere de un minimo de 2
horas.

La figura 14 presenta la superposicion de las grificas del logaritmo de UFC/ml vs
tiempo y el ATAM vs tiempo, los resultados experimentales se ajustaron a ecuaciones
sigmoidales (12 = 0.97 y 1.00, respectivamente). Considerando el logaritmo de UFC/ml
vs tiempo, se ubicaron las fases lag, exponencial y estacionaria del crecimiento
micobacteriano.

En la fraccién de la curva entre el dia O al dia 6 se observa un ligero incremento
entre el logaritmo de UFC/ml (10.2 %) y comresponde a la fase lag de la cinética de

crecimiento. En esta fase los microorganismos se adaptan al medio ambiente (2). En la
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Figura 13
Log UFC/m] vs ATAM. Los puntos representan la media * la desviacién estdndar de la

media (n = 3) y la curva el ajuste matemdtico a la ecuacién de la recta,
log UFC/ml = 3.7 - 107 ATAM + 3.8 (r’=0.98)
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curva de ATAM vs tiempo se observa un mayor incremento del ATAM (20,800 %) que
el incremento observado en la curva de logaritmo de UFC/ml. Estos resultados indican
que aunque la reproducci6n celular es minima, hay produccién de dcidos micélicos.

Del dia 6 al dia 13 se aprecia en ambas grificas una relacién lineal con pendientes
similares (0.09 y 0.11, respectivamente) y corresponde a la fase exponencial. Estos
resultados indican que los incrementos por unidad de tiempo en el logaritmo de UFC/ml
y en ATAM son constantes y similares, por lo tanto, si se analizan como reacciones de
primer orden, las constantes de velocidad son similares. En esta fase hay un aumento
exponencial en el mimero de células, éstas son méis pequefias y se alcanza una etapa

estable del metabolismo (1-6).
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A partir del dia 13 se aprecia un aumento discreto en el ATAM (18.9 %) a pesar
de que las UFC/ml permanecen constantes y corresponde a la fase estacionaria. En esta
fase hay un aumento muy pequefio en la cantidad de células, ésto s¢ ve determinado,
fundamentalmente por la variacién de pH del medio, agotamiento de nutrientes y

acumulacién de productos de desecho (1-6).

3.5 Cinética de crecimiento en presencia de antifimico por cuenta en placa y por
CLAR

Con ¢l fin de determinar si era posible detectar la inhibicién del crecimiento
micobacteriano determinando el ATAM por CLAR, se realiz6 la cinética de crecimiento
en las mismas condiciones que la cinética anterior pero en presencia de antiffmico.
Ademis, 1a misma se llevé a cabo mediante la determinaci6n de las UFC/ml.

La grafica izquierda de la figura 15 presenta la variacién del logaritmo de UFC/ml
vs tiempo y ATAM vs tiempo en presencia de isoniacida. Del dia 0 al 4 se aprecia una
disminucién en el logaritmo de UFC/ml y permanece constante a partir del cuarto dia.
Del dia 0 al 3 se aprecia aumento en el ATAM, a partir del tercer dia no hay variacién.
Se realiz6 una prueba t de student asumiendo igualdad de varianzas para comparar las
medias de los resultados obtenidos en presencia y ausencia de isoniacida para cada dia y
se¢ obtuvieron diferencias significativas con p < 0.01 a partir del tercer dia. Este
resultado indica que a partir del tercer dia las cinéticas de crecimiento son diferentes.

La gréfica derecha de la figura 15 muestra la variacién del logaritmo de UFC/ml] vs
tiempo y ATAM vs tiempo en presencia de estreptomicina. Del dia 0 al 5 hay una
disminucién en el logaritmo de UFC/ml y no hay variacién a partir del quinto dfa. El
ATAM se incrementa del dia 0 al 3 y a partir del tercer dia permanece constante.

Se realiz6 una prueba t de student asurniendo igualdad de varianzas para comparar

las medias de los resultados obtenidos en presencia y ausencia de estreptomicina para
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La gréfica superior presenta la variacién del logaritmo de UFC/ml vs tiempo y de ATAM
vs tiempo en presencia de jsoniacida. Los puntos representan Ja media + la desviacion
estindar de la media (n = 3). La gréfica inferior presenta la variacién del logaritmo de
UFC/ml vs tiempo y de ATAM vs tiempo en presencia de estreptomicina. Los puntos
representan la media 1 la desviacién estandar de la media (n = 3).



cada dia y se obtuvieron diferencias significativas con p < 0.01 a partir del cuarto dia.
Este resultado indica que a partir del cuarto dia las cinéticas de crecimiento son
diferentes.

Los resultados obtenidos indican que es posible detectar la inhibicién del
crecimiento de Mycobacterium tuberculosis en presencia de isoniacida o estreptomicina
por CLAR en tres y cuatro dias respectivamente, mientas que en la técnica tradicional se
requiere de al menos tres semanas para obtener los resultados de sensibilidad. Sin
embargo, son necesarios estudios posteriores para la estandarizacién del método como

prueba de sensibilidad, ya sea a partir del microorganismo o de la muestra.

3.6 Determinacion de la sensibilidad por el método indirecto de proporcion

En las pruebas de sensibilidad por el método indirecto de proporci6n, los
cuadrantes de cada uno de los antiffimicos no mostraron desarrollo, los cuadrantes
control mostraron un crecimiento de 50 a 100 colonias, considerando la prueba vélida
(17-22). La cepa empleada es sensible a isoniacida y estreptomicina, tal como estd
reportado.

Ya que la CLAR se emplea actnalmente en pruebas de identificacién y
diferenciacién del género Mycobacterium, la estandarizacién del empleo por CLAR en
pruebas de sensibilidad permitird realizar simultineamente ambos estudios empleando la

misma técnica.

45



CAPITULO 4

CONCLUSIONES

Se obtuvieron cromatogramas caracteristicos del andlisis de 4cidos mic6licos. Se
identificaron los picos correspondientes a 4cidos micélicos de Mycobacterium
tuberculosis de acuerdo al perfil cromatogrifico y los tiempos de retencidn
reportados en la literatura.

Se empleé el drea total correspondiente a los picos de 4cidos micdlicos (ATAM)
como pardmetro de estimacion de los niveles de 4cidos micélicos.

En la estandarizacién del andlisis cromatografico, los valores d¢ ATAM mostraron
un coeficiente de variacibn menor del 14 %, lo cuoal indica una buena
reproducibilidad del andlisis cuantitativo de ATAM.

En las muestras analizadas para estudios cinéticos se obtuvieron valores de ATAM
con coeficientes de variacién menores del 17 % a partir del cuarto dia, mostrando asi
una buena reproducibilidad en los estudios ¢inéticos.

Con la cinética de crecimiento en ausencia de antifimico evaluada por el método de
cuenta en placa, se ubicaron la fase lag del dia O al dia 6, ]a fase exponencial ;iel dia
6 al 13, y la fase estacionaria a partir del dia 13.

Al correalcionar las cinéticas de crecimiento obtenidas por el método de cuenta en
placa y por CLAR se aprecia que, en la fase lag, el valor de ATAM permite detectar
el metabolismo microbiano 3 dias antes que determinando el logaritmo de UFC/ml y
en la fase exponencial el incremento por unidad de tiempo del logaritmo de UFC/ml
y del ATAM son constantes y similares.

Las UFC/ml guardan una relacién exponencial con los valores de ATAM. Esto
indica que el logaritmo de UFC/ml es directamente proporcional al ATAM.



Las cinéticas de crecimiento en presencia de antiffmico determinadas por cuenta en
placa mostraron una disminucién del logaritmo de UFC/ml los primeros 4 dias para
isoniacida y 5 para estreptomicina, 1o cual indica una inhibicién del crecimiento
micobacteriano. No se observan microorganismos viables en el medio de cultivo a
partir de cada uno de los dfas.

Las cinéticas de crecimiento dc-tenninadas por CLAR en presencia de antifimico,
mostraron que el ATAM aumenta hasta el dia 3 para isoniacida y 4 para
estreptomicina y permanece pricticamente constante a partir de estos dias.

Al correlacionar las cinéticas de crecimiento obtenidas en presencia de antiffmico
por los métodos de cuenta en placa y por CLAR, se aprecia que los valores de
ATAM obtenidos a partir del dia 4 para isoniacida y § para estreptomicina
corresponden a células no viables.

En la correlacién de las cinéticas de crecimiento obtenidas en presencia y en
avsencia de antifimico por Jos métodos de cuenta en placa y por CLAR, se concluye
que la determinacién de ATAM por CLAR permite determinar en un tiempo minimo
de 4 dias si la cepa estudiada es capaz de desarrollarse en presencia de
estreptomicina o isoniacida.

En la determinacién de la sensibilidad por ¢l método indirecto de proporcién no
present desarrollo de microoorganismos en los cuadrantes con antifimico y present6
desarrollo aceptable en el cudrante control, por lo tanto la cepa empleada es sensible
a los antifimicos probados.

Los resultados de las pruebas de sensibilidad por el método indirecto de proprocién
se obtuvieron en 3 semanas, mientras que en la determinacién de la sensibilidad por
CLAR se obtuvieron resultados en un tiempo minimo de 4 dias.

De acuerdo con los resultados obtenidos, sc concluye que es posible emplear la
técnica CLAR para la determinacién de la sensibilidad de Mycobacterium

tuberculosis a isoniacida y estreptomicina en un tiempo minimo de 4 dias, el cual es
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un tiempo mucho menor que las 3 semanas necesarias para obtener resultados si se

emplea el método indirecto de proporcién.
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Propdsito y método del estudio: La tuberculosis es una enfermedad infecciosa
producida por Mycobacterium tuberculosis. La pandemia de SIDA y la evidencia
de su relacion con tuberculosis ha generado un marcado incremento en la
incidencia de esta enfermedad en algunos paises cambiando radicalmente su
epidemiologia. Ademés, hay un marcado incremento de cepas multiresistentes a
los antifimicos, por ello se considera de gran importancia el desarrollo de métodos
que permitan conocer en el menor tiempo posible la sensibilidad de las diferentes
cepas. En el presente trabajo se desarrolld un método para determinar la
sensibilidad de Mycobacterium tuberculosis a isoniacida y estreptomicina
analizando 4cidos micélicos por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(CLAR). Se empleé la cepa Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177. Se
prepar§ la cepa para tener un suministro constante de microorganismos en la
misma fase del desarrollo micobacteriano. Para el andlisis cromatogrifico se
empled un Cromatégrafo de Liguidos System Gold, una columna analitica de fase
reversa, un detector UV-VIS de arreglo de diodos y un sistema de elucién en
gradiente. Se estandariz6 el método de anélisis de los dcidos mic6licos, con el fin
de identificar los picos correspondientes a los acidos micélicos y obtener una
buena reproducibilidad en el 4rea total de dichos picos cromatogrificos. Se
realizaron las cinéticas de crecimiento micobacteriano en presencia y en ausencia
de antifimico evaluando el 4rea total correspondiente a los picos de 4cidos
micolicos (ATAM) a través del tiempo. Para validar los resultados obtenidos se
compararon dichas cinéticas con sus correspondientes pero evaluadas por cuenta
en placa como UFC/ml. Para determinar el dia a partir del cual se observéd
inhibicién del crecimiento micobacteriano, se compararon los valores de ATAM y
el logaritmo de UFC/ml de cada una de las cinéticas en ausencia de antifimico con
sus comrespondientes de las cinéticas en presencia de antifimico mediante una
prueba t de student con a. = 0.05 con ayuda del programa Microsoft Excel 5.0.
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Contribuciones y Conclusiones: Se obtuvieron cromatogramas caracteristicos del
andlisis de 4cidos mic6licos y se encontr6 una relacién lineal entre el logaritmo de
UFC/ml vs ATAM (12 = 0.98). Los resultados obtenidos indican que es posible
detectar la inhibicién del crecimiento de Mycobacterium tuberculosis en presencia
de isoniacida o estreptomicina por CLAR en tres y cuatro dias respectivamente,

mientras que el método tradicional de proporcién requiere 3 semanas para obtener
los resultados de semsibilidad.

b v
Firma del asesor: =
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