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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION
1.1 Tuberculosis
1.1.1 Generalidades e incidencia

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa que generalmente
afecta el sistema respiratorio. Es causada principalmente por Mycobacterium
tuberculosis, y se adquiere por via aérea. Puede llegar a ser mortal si el paciente

no recibe el tratamiento adecuado’.

La TB fue declarada como "emergencia global "por la organizacion mundial de
la salud (OMS) en abril de 1993. Actualmente, es una de las 10 principales
causas de mortalidad en el mundo. Se estima que en el afio 2015 alrededor de
10.4 millones de personas se enfermaron a nivel mundial?, siendo Asia (61%) y
Africa (26%) los continentes que reportaron el mayor porcentaje de nuevos
casos. La incidencia mas alta a nivel mundial de casos de TB fue reportada en
Sudafrica con aproximadamente mas de 500 casos por cada 100 mil habitantes®

(Figura 1).
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Figura 1. Tasas de incidencia de TB estimada por paises, 2014
Fuente: Reporte Global de TB, OMS, 2014

A pesar de los esfuerzos para la erradicacion de TB, ésta aun continua
siendo un problema de salud publica, concerniente principalmente a paises de
bajo y medio desarrollo. En el afio 2015, en Latino América se reportaron
218,700 personas enfermas de TB, con una tasa de incidencia de 22.1 enfermos
por cada 100,000 personas. Brasil notificé 73,221 casos (Figura 2), colocandolo
como el primer lugar en incidencia de TB en los paises de Latinoamérica, seguido
de Peru con alrededor de 31,000 casos y México con 22, 294 casos. Este ultimo
con una tasa de incidencia de 21 casos por cada 10,000 habitantes®.
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Figura 2. Casos de TB en América, 2016
Fuente: Situacion de TB en América, OMS, 2016

En el afo 2013, México reporté una incidencia de 16.6 casos de TB por
100,000 habitantes, que correspondié a alrededor de 15,000 casos notificados.
La incidencia tuvo grandes variaciones dentro del pais que fueron desde 4.0 en
Tlaxcala a 58.5 casos por 100 mil habitantes en Baja California. 16 Entidades
Federativas reportaron incidencias superiores a las de la tasa nacional, siendo
Nuevo Leon un claro ejemplo con una incidencia de 25 casos de TB por cada
100,000 habitantes® (Figura 3).

Por otra parte, la presencia de factores de riesgo como virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), desnutricién, diabetes, alcoholismo,
tabaquismo y enfermedades cronicas pulmonares puede incrementar la
oportunidad de una infeccion de TB®. En el afio 2015, la TB fue una de las causas
principales de defuncion en las personas VIH-positivas, ya que el 35% de las
muertes asociadas a VIH se debieron a TB’.
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Figura 3. Distribucion geografica de la incidencia de TB, 2013
Fuente: Anuarios de Morbilidad, SS, 2013

1.1.2 Agente etiolégico: Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis pertenece al Filo Actinobacteria, del orden
Actynomicetales y familia Mycobacteriaceae. Se trata de una bacteria acido-
alcohol resistente, con tamafio entre 0.2-0.7 x 1-5 ym, ligeramente curvados,
aerobios estrictos, inmoviles, no formadores de esporas ni capsulas y de

crecimiento lento®.

Una de las caracteristicas mas representativa de M. tuberculosis, es que
posee una pared celular gruesa y con un elevado contenido lipidico, que supone
el 60% del peso seco de la misma. Esta pared consta de cuatro capas (Figura 4):
la mas interna es el peptidoglicano con moléculas de N-acetilglucosamina y acido
N- glucoliimuramico. Posteriormente una capa de arabinogalactanos que se
encuentran unidos a los acidos micolicos de la tercera capa. Estos, se tratan de
acidos grasos de cadena larga (60-90 atomos de carbono). La capa mas externa
se encuentra constituida por lipidos como trehalosa 6,6-dimicolato y por

mucosidos. En conjunto, esta composicidon de la pared le confiere a la
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micobacteria una escasa permeabilidad celular, la ineficacia de multiples agentes
antimicrobianos y la caracteristica acido-alcohol resistencia con determinadas
tinciones para su visualizacion microscopica. Ademas, determinados
componentes de la pared, como el lipoarabinomanano, intervienen en la
patogenia y favorecen la supervivencia del microorganismo en el interior de los

macréfagos”®.

Hydrophobic Hydrophilic

10nm

mycolic acids,
60-90 carbon atoms

Arabinogalactan

Peptidoglycan

R A RARADAT BT Lsen

Figura 4. Pared celular de M. tuberculosis
Fuente: Mandewale et al, 2015

~—

M. tuberculosis forma colonias no pigmentadas y tiene un crecimiento muy
lento con un tiempo de multiplicacion de 15 a 18 horas en condiciones favorables.
Su temperatura 6ptima de crecimiento suele estar entre los 35-37°C y su pH
optimo es 7. Este microorganismo es capaz de producir niacina y reducir nitratos.
En general requiere una fuente de carbono (glicerol) y nitrégeno (amonio o
aminodacidos) asi como determinadas sales minerales, siendo estimulado su

crecimiento por la presencia de CO,y acidos grasos'°.



El cultivo habitual para las micobacterias es uno de base sdlida llamado
Léwenstein- Jensen (LJ), el cual es considerado el medio de cultivo estandar ya
que es econdmico y tiene una gran capacidad para hacer crecer las
micobacterias la desventaja es que el crecimiento puede requerir hasta de dos
meses. Actualmente se cuenta con otros medios de base liquida como Caldo
Middlebrook que posibilitan un crecimiento mas rapido que se observa en
semanas’". Por otra parte, la tincion mas usada para tefiir micobacterias es la de
Ziehl-Neelsen (ZN). Con esta técnica, las micobacterias son tefiidas con fucsina
fenicada y adquieren un color rojo que no se elimina al contacto con alcohol acido

y por eso que se las conoce como bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR)'2.
1.1.3 Tratamiento

La tuberculosis es una enfermedad que se puede tratar y en la cual la
mayoria de los casos tiene cura, siempre y cuando se disponga de los
medicamentos necesarios y que estos se tomen correctamente. Se calcula
que entre 2000 y 2015 se salvaron unos 49 millones de vidas gracias al
diagnostico y tratamiento de la TB™>.

Los resultados del tratamiento para TB en el aino 2014 muestran una tasa
de éxito de 83%. El objetivo del tratamiento es la curacion en el 100% de los
casos, asumiendo que los bacilos son sensibles a los medicamentos y que su
administraciéon sea efectuada en forma correcta durante un tiempo adecuado.
Sin embargo, este resultado se dificulta por diferentes circunstancias
relacionadas al uso indebido de los antifimicos y/o la administracion de
regimenes terapéuticos inadecuados'. Por otra parte, hay una pequefia
proporcion de microorganismos que por mutacidon al azar presentan
resistencia natural a farmacos. El numero aproximado se ha considerado que
es de 1 en 10° microorganismos para isoniacida, 1 en 10® para rifampicina, 1
en 10° para etambutol, 10° para estreptomicina y 10% para pirazinamida. Por
estas condiciones el tratamiento inicial de la forma activa de TB y sensible a

antibioticos debe ser tratada con una combinacion estandar de primera linea



la cual incluye cuatro medicamentos orales los cuales son etambutol,
pirazinamida, isoniacida y rifampicina durante seis meses (Tabla 1). Estos
farmacos se han usado por décadas'®. Pero debido a los efectos secundarios
que los farmacos provocan y a la duracién del tratamiento, se ha notado un
bajo apego al tratamiento por parte del paciente’® lo cual es area para la
busqueda de nuevos farmacos antituberculosos ya que segun la OMS en su
programa “Alto a la TB” no se ha observo un decremento en la prevalencia

como se esperaba para el 2015"".

Tabla 1.

Farmacos Antituberculosos de Primera Linea

s Dosis
Dosis diaria . . "
intermitentes (*)
. . L L Adultos .
Farmacos Presentaciéon | Nifios | Adultos . Nifos . Reacciones adversas
mglkg | mglkg Dosis mglkg dosis
maxima total
peso peso peso .
maxima
) / g' 20-30 15 19 20 19 +  Hipoacusia
(***) . Dermatosis
I . Neuropatia
Isoniacida comp. 105 | 510 | 300mg | 20-30 | 600800 periférica
(ISO) 100 mg mg "
. Hepatitis
Comp. *  Hepatitis
Rifampicina 300 mg . . Hipersensibilidad
(RIF) Jarabe 15 10 600 mg 20-30 600 mg . Interacciones
100 mg x 5 ml medicamentosas
Sl Com . Alteracion de la
(ETA) 160 P 20-30 | 15-25 129 50 249 vieract
(****) mg vision

(*) 3 veces por semana segun la tabla de referencia. (**) Enfermos con menos de 40 kg de peso y mayores de 50 afios, mitad de la dosis.
(***) No utilizar durante el embarazo. (****) En menores de 8 afios vigilar posible neuritis ética la cual se puede presentar muy raramente.

Fuente: Estandares para la atencion de TB en México, SS, 2009



1. 2 Tuberculosis Farmacorresistente
1.2.1 Generalidades e incidencia

El desarrollo de farmaco resistencia entre las Micobacterias contra los
farmacos de primera linea es una cuestion de gran preocupacion que requiere
inmediata atencion. En el afio 2015 entre el total de los casos notificados de TB
pulmonar hubo aproximadamente 480,000 casos de TB multifarmacorresistente
(TB-MFR) a nivel mundial, la cual es causada por una cepa que no responde al
tratamiento con isoniacida y rifampicina, los farmacos mas efectivos para el
tratamiento de TB'®. La TB extensamente resistente (TB-XFR) es de mayor
preocupacion ya que muestra multidrogorresitencia y ademas resistencia a
cualquier fluoroquinolona y al menos a un antibiotico inyectable de segunda
linea'®.

Alo largo de la primera década del siglo XXI, la emergencia de TB-MFR y TB-
XFR todavia obstaculizan el control de TB. En América para el 2015, se
diagnosticaron 4,508 de TB-MFR. EIl 94% de los casos estimados se concentrd
en 13 paises con mas casos de TB (Figura 5). Peru se encuentra en el primer
lugar de incidencia con mas de 1,500 casos notificados y México notifico menos
de 200 casos para ese mismo afio®.
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Figura 5. Casos de TB-MFR en América
Fuente: TB-MFR en América, OMS, 2016



México reportd para el ano 2012 un total de 161 casos de TB-MFR y 2 casos
de TB-XFR. 15 de los Estados concentran el 90% de los casos de TB-MFR,
siendo Nuevo Ledn el 5° lugar con el reporte de 12 casos?'(Figura 6).
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Figura 6. Casos de TB resistente a farmacos en México
Fuente: CENAPRECE, 2013

1.2.2 Tratamiento

La TB-MFR puede ser tratada con medicamentos de segunda linea (Tabla 2),
los cuales tienen la desventaja de ser mas costosos, menos activos que la
primera linea y el tratamiento puede llegar a extenderse hasta dos afios ademas
de aumentar la probabilidad de producir reacciones adversas (Tabla 2)?%. Algunas
de ellas graves, como hipoacusia y nefrotoxicidad producidas por Kanamicina,
Amikacina o Capreomicina. Neuropatia periférica, crisis convulsivas, hepatitis,
hipoglucemia producidas por Protionamida y Etionamida. Crisis convulsivas,
cambios de personalidad y psicosis producidas por Cicloserina. Los resultados
del tratamiento en el afio 2013 muestran una tasa de éxito de 52% para TB-MFR
y tan solo un 28% para TB-XFR?.



Farmacos Antituberculosos de segunda linea

Tabla 2.

Farmaco

Presentacion

Dosis diaria

Nifios
mg/kg
peso

Adultos
mg/kg
peso

Dosis
maxima

Reacciones
adversas

Kanamicina
Amikacina
Capreomicina

Ciprofloxacino

Ofloxacino

Levofloxacino

Moxifloxacino

Protionamida
Etionamida

Cicloserina

Acido
paraaminosalicili
co

Amp.1.0g
Amp. 0.5¢g
Amp. 0.5¢g

Tab. 250 mg
Tab. 500 mg

Tab. 400 mg

Tab. 500 mg

Tab. 750 mg

Tab. 400 mg

Tab. 250 mg

Caps. 250 mg

Sobres 3 g
Tab.3 g

15-20

7.5-15

7.5-15

7.5-15

3-7

10-15

10-15

200-300

10-15
15-30
15-20

30

20

10-15

3-10

15-20

10-20

200-300

19

15¢g

800 mg

15¢g

800 mg

1g

19

10-12 g

Nefrotoxicidad
Vértigo
Hipoacusia

rara vez bloqueo
neuromuscular
reversible
Nausea

vomito

gastritis
artralgias
cefalea

Nausea

Vémito

Gastritis
Artralgias
Cefalea

Nausea

Vémito

Gastritis
Artralgias
Cefalea

Nausea

Mareo

Diarrea

Gastritis
neuropatia
Periférica
Depresion

crisis convulsivas
hepatitis
hipoglucemia
hipotiroidismo
Cambios en la
personalidad
psicosis

crisis convulsivas
exantema
Alteraciones
gastrointestinales
hepatitis
hipersensibilidad

En casos complicados o farmacorresistentes, los farmacos deben ser indicados por los Comités Estatales de Farmacorresistencia
(COEFAR) y por el Subcomité Nacional de Farmacorresistencia.

Fuente: Estandares para la atencién de TB en México, SS, 2009
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A partir del afio 1989, hubo una disminucién del numero de nuevos farmacos
antituberculosos descubiertos, hasta que en diciembre del 2012, la FDA aprobo
un farmaco llamado Bedaquiline, el cual debido a sus efectos secundarios
(mialgia, cefalea, mareos, prolongacion del intervalo QT en el
electrocardiograma, nauseas, vomitos, diarrea, elevacion de las transaminasas,
artralgia) es usado principalmente para el tratamiento de TB-MFR?*.
Posteriormente en octubre del 2014, se autorizé el uso de Delamanid, para la
misma finalidad debido a sus efectos secundarios (vomitos, diarreas, mareos,
temblores ansiedad y prolongacién del intervalo QT en el electrocardiograma) %°.
Como parte de los esfuerzos para mejorar los resultados de éxito del tratamiento
en TB-MFR, en el afio 2015, al menos 70 paises comenzaron a usar Bedaquiline
y 39 introdujeron Delamanid. Sin embargo, en octubre del 2015 fue reportado un
caso de un paciente con TB-MFR que desarrollo resistencia a Bedaquiline y

Delamanid?®.

La falta de farmacos con actividad contra TB-MDR continua y se ha
convertido en un serio problema de salud publica alrededor del mundo, por lo que

hay una urgente necesidad para descubrir nuevos compuestos antituberculosos.

1.3 Mecanismos generadores de resistencia a farmacos de primera linea en
M. tuberculosis

1.3.1 Isoniacida

La isoniacida (ISO) es una farmaco con actividad bactericida frente a M.
tuberculosis, el cual realiza su actividad especificamente cuando la bacterias se
encuentran en fase de replicacion activa. Se ha sugerido que el mecanismo de
accion de este farmaco es debido a que M. tuberculosis mediante una enzima
catalasa-peroxidasa transforma la ISO en su principio activo, el cual inhibe la
sintesis de acidos micolicos de la pared bacteriana®’.

La presencia de mutaciones o deleciones en el gen katG que codifica para la

enzima catalasa-peroxidasa, y/o mutaciones en el gen que codifica para la
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proteina InhA que es responsable de la produccién de acidos grasos, estan
asociadas al 70-80% de los aislados de M. tuberculosis resistentes a ISO. Cabe
destacar que alrededor del 15-25% de cepas de M. tuberculosis resistentes a
este farmaco que no poseen mutaciones en estas regiones génicas, han
mostrado resistencia isoniacida, por lo cual se piensa debe existir otro

mecanismo de resistencia®®.

1.3.2 Rifampicina

La rifampicina (RIF) es otro farmaco importante el cual se une a la ARN
polimerasa de la micobacteria e interfiere durante el proceso de replicacion y
sintesis de acido nucleico. La ARN polimerasa es un complejo oligomérico
compuesto por cuatro subunidades: a, B, B’ y o0; codificadas por los
genes rpoA, rpoB, rpoC y rpoD, respectivamente. Se ha demostrado que
mutaciones en rpoB producen cambios conformacionales en la subunidad 3 de
la ARN polimerasa, disminuyendo la afinidad por RIF y otorgando resistencia al
farmaco. En los ultimos afios se han observado algunos aislados resistentes cuya
mutacion no se localiza en la region de rpoB, por lo cual se cree que hay

mecanismos adicionales generadores de resistencia®.

1.3.3 Etambutol

El etambutol (ETA) tiene actividad bacteriostatica y actua contra bacterias en
fase de multiplicacion activa. El mecanismo de accion de este medicamento no
ha sido claramente definido, aparentemente esta relacionado con la interferencia
en el metabolismo del ARNr, la sintesis de fosfolipidos, la sintesis de acido
micolicos y la sintesis de polisacaridos de la pared celular bacteriana. Evidencias
experimentales y clinicas indican que el etambutol ejerce un efecto sinérgico con
otros farmacos antituberculosos como consecuencia del incremento en la
permeabilidad bacteriana, permitiendo el ingreso en mayor cantidad de otros
medicamentos.

La resistencia a ETA se encuentra asociada a mutaciones en los
genes embA, embB, y embC, que codifican para la enzima arabinosiltransferasa,
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relacionada con la sintesis de polimeros de arabinosa y galactosa de la pared
celular. Cerca del 70% de las cepas de M. tuberculosis resistentes a ETA

presentan una mutacioén en el gen embB26°.

1.3.4 Estreptomicina

El mecanismo de accion de estreptomicina (STR) se basa en su union al ARN
ribosomal (ARNr) con lo cual inhibe la sintesis proteica de la bacteria. Mutaciones
en los genes rpsL y rrs (o rS), los cuales codifican respectivamente la sintesis
de la subunidad proteica 12s y el ARNr 16s estan asociados a resistencia a este
farmaco. En investigaciones previas se mostré que el 30% de las cepas
resistentes a estreptomicina no mostraron mutaciones en los genes rrs o rpsL,
por lo cual, se cree que existen mecanismos adicionales de resistencia

relacionados con la permeabilidad de la pared y membrana bacteriana®'.
1.4 Estrategias para afrontar la problematica de farmacos contra Tuberculosis

Schatz reporté por primera vez en Estados Unidos Americanos en el ano 1944
el uso de STR y un afo mas tarde en Suecia, Lehman report6 el uso de acido
paraaminosalicilico (PAS) ambos para el tratamiento de TB. Al paso de los afos
se observo resistencia a cada uno de estos farmacos, por lo que desde ese
momento  se evitd la monoterapia y surgid la terapia combinatoria®?,
posteriormente, se estandarizé el uso de farmacos con actividad contra M.
tuberculosis, colocandose los esquemas farmacolégicos de primera y segunda
linea. Actualmente, hay menos de 20 farmacos con actividad contra
micobacterias. Sin embargo, la investigacion sobre el desarrollo de farmacos
contra TB ha aumentado en la ultima década. La evaluacion de la actividad
antimicobacteriana de nuevas moléculas obtenidas por productos naturales o
sintesis quimica®?, la evaluacién de farmacos que ya existen en el mercado, los
cuales son usados en el tratamiento de padecimientos distintos a la TB* y/o la
evaluacion de combinaciones de moléculas, son algunas de las estrategias

utilizadas con la finalidad de encontrar un potencial farmaco contra TB.
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1.4.1 Investigacion en el desarrollo de terapias combinatorias

Las combinaciones de diversas moléculas pueden ser una alternativa valiosa,
mostrando ventajas como, mejor eficacia, decremento en la toxicidad, y
reduccion en desarrollo de drogo resistencia, debido a estas, se han convertido
en un estandar para el tratamiento de diversas enfermedades, incluido TB y
continian representado un enfoque prometedor para problematicas aun no
resueltas™’.

A partir del afio 2010, se observado un incremento en la investigacion sobre la
potenciacion del efecto de los farmacos de primera linea sobre TB en
combinacién con vitaminas como &cido ascorbico®, minerales como zinc, cobre,

I*”'y algunos farmacos como &cido clavulanico /amoxicilina®® y disulfiram®®

nique
mostrando mejores resultados de inhibicion contra M. tuberculosis en

combinacion que por si solos.
1.4.1.1 Metales de transicion

Algunos metales de transicién como cobre (Cu), zinc (Zn), cobalto (Co), cromo
(Cr) y magnesio (Mg) son micronutrientes. Su presencia e intervencion es
imprescindible para la actividad adecuada de las células, ya que controlan el
metabolismo, conservan las funciones de diversos tejidos y el equilibrio de iones
corporales. Estos se encuentran ampliamente distribuidos en alimentos de origen
vegetal y animal *°. Los cuales al ser consumidos, absorbidos y metabolizados,
son eliminados principalmente a través de las heces y la excrecion renal, siempre
y cuando no sobrepasen las capacidades de excrecion renal y hepatica, ya que
cuando esto ocurre, se acumulan en piel, mucosas u érganos internos*’.

Recientes investigaciones han puesto en manifiesto el uso de metales de
transicion como una estrategia de los hospederos para resistir o controlar las
infecciones por microorganismos, tal es el caso de infecciones por M.

tuberculosis, en el cual, el hospedero intenta restringir la disponibilidad de hierro
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y manganeso mediante proteinas llamadas calprotecninas, mientras que otras
proteinas se encargan de acumular cobre y zinc dentro del fagosoma infectado
por M. tuberculosis, con la finalidad de controlar la infeccion®?.

Por otro lado, el efecto antimicrobiano que poseen algunos metales de transicidon
como Zn, Co, Ni y Ag ha sido conocido desde la antigiedad, haciendo uso de
estos metales como agentes antimicrobianos, pero durante la mayor parte de la
historia sus modos de accion han permanecido inciertos. Recientes estudios
indican que los diferentes metales causan distintos tipos de lesiones a las células
microbianas, como lo es el estrés oxidativo, disfuncion de proteinas o dafio a la

membrana®.
Debido a las caracteristicas que presentan los metales de transicion han formado

parte de multiples investigaciones, las cuales hacen uso de su potencial

antimicrobiano en diversas disciplinas del conocimiento.
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CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES, HIPOTESIS, OBJETIVO

2.1 Antecedentes

En los ultimos afos, ha habido un creciente interés en los efectos antibacterianos
sinérgicos de metales en combinacién con antibioticos. Pereira et al.,2012
evaluaron un compuesto organico llamado 2-(2-tienil) benzotiazol (BTT) frente a
M. tuberculosis ATCC 27294, el cual mostroé una concentracion minima inhibitoria
(MIC) de 230 uM, por otra parte, realizaron complejos BTT con plata (AgBTT2) y
BTT con oro (AuBTT) los cuales mostraron MIC de 20.7 uM y 34.7 uM. Mostrando
que al usar plata en su complejo se obtenian mejores resultados de inhibicion
contra M. tuberculosis que con el uso de oro**. Se sabe que la plata interrumpe
procesos celulares en bacterias in vitro como la formacion de enlaces disulfuro,
homeostasis del hierro y el metabolismo. Estos cambios conllevan a la formacién
de especies reactivas de oxigeno e incremento en la permeabilidad de la
membrana. Morones et al., en el 2013 reportaron que al combinarse 15y 30 yM
de AgNOs;, (para células activas metabdlicamente y no activas metabdlicamente,
respectivamente) con antibiéticos como ampicilina, ofloxacina y gentamicina, se

observa una potenciacion de su actividad antimicrobiana®.

La toxicidad de los metales es debido a que estos pueden asociarse fuertemente
con bases débiles como los grupos sulfhidrilo de las proteinas y se ha encontrado

que el uso de estos a bajas concentraciones han potenciado la actividad
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antimicrobiana de complejos y farmacos contra M. tuberculosis in vitro®.
Machando et al., en el 2013, probaron la actividad de un complejo llamado oxido
piridina-2-tiolato (Mpo) contra M. tuberculosis mostrando MIC de 2.42 pM, y MIC
de 3.714 uM para M. tuberculosis resistente a ISO y RIF. Posteriormente
realizaron experimentos agregando Galio (Ga), Bismuto (Bi) y Hierro (Fe) al
complejo, Ga(lll)-Mpo, Bi(lll) -Mpo y Fe(lll) -Mpo, y al ser evaluadas las MIC se
observé que las combinaciones con Ga(lll) y Fe(lll) mostraban MIC mas bajas
comparadas con el complejo sin los metales siendo 1.06 y 1.53 uM,
respectivamente, mientras que con Bi(lll) la MIC fue de 3.29 yM para M.
tuberculosis His7Rv. El mismo efecto fue observado en la exposicion de M.
tuberculosis resistente, la cual mostro MIC de 1.47 y 1.58 uM para Ga(lll) y Fe(lll),
mientras que para Bi la MIC fue de 7*'.

Hoffman et al., en el 2013, realizaron combinaciones de Cu (ll)/fosfato y Co (ll)/
fosfato mostrando para M. tuberculosis Hz7Rv, MIC de 2.05 yM y 71.53 uM
respectivamente, mientras para M. tuberculosis resistente a ISO y RIF, MIC de
2.7 uM y 18.3 MIC. La combinacién con Cu mostré mejor actividad antibacteriana
contra M. tuberculosis, ademas demostraron que la combinacién tenia efecto
bactericida®®. En el 2015, Mandewale et al., observaron que al agregar Zn(ll) y
Cu(ll) a hidrazonas, obtenian MIC menores que las hidrazonas por si solas. Ellos
probaron dos hidrazonas, hidrazona A y B, las cuales mostraron MIC de 50 y 50
MM sobre M. tuberculosis H37Rv. Al combinar hidrazona A 'y Zn(ll), obtuvieron
una MIC de 25 uyM y al combinar hidrazona A y Cu la MIC obtenida fue 6.25 uM.
Por otro lado, al combinar la hidrazona B con Zn la MIC obtenida fue 12.5 uM, y
mientras que la combinacion hidrazona B con Cu la MIC obtenida fue 6.25 uM.
Mostrando que las hidrazonas evaluadas al combinarse con Cu eran mas

efectivas contra M. tuberculosis.

El complejo Cu(ll)-polietilenglicol-sucrosa-isoniacida fue descrito por Manning et
al., en el 2015, como un complejo que muestra mayor actividad antimicrobiana in

vitro contra M. tuberculosis que la isoniacida individualmente. (MIC
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complejo=0.21 uM, MIC isoniacida= 0.97), fueron probados otros cationes como
Zny Co, pero debido a los valores menores obtenidos en las MIC combinando el
complejo con Cu, este fue el que se selecciono para formar parte del complejo.

Dalecki et al., en el 2015, realizaron estudios sobre las propiedades
antimicobacterias de Cu ( Il / I) en combinacion con disulfiram. Encontrando que
en presencia de cobre (10 uM), disulfiram es bactericida sobre M. tuberculosis a
0.3 uM. Esta combinacion ejercio su actividad bactericida muy por debajo de la
concentracion activa de Cu Il / |, mientras disulfiram individualmente no muestra
actividad contra micobacterias. No fue observado este efecto con otro metal de
transiciéon como Fe(ll), Ni(ll), Mn(Il) y Co(ll).

Los métodos metalofarmaceuticos han logrado obtener menores MIC que el
farmaco, o el complejo por si solo en diversos experimentos anteriormente
mencionados, debido a la habilidad del ligando para alterar la reactividad del
metal, asi como los efectos que el ion metalico puede tener sobre los Iigandos‘“’.
Esta informacion nos da la pauta para suponer que los metales de transicion a
bajas concentraciones poseen la capacidad para mejorar el efecto de los
antifimicos y de esta forma encontrar un posible estrategia para abordar la
problematica de TB, debido a la necesidad del desarrollo de nuevos agentes

terapéuticos a los cuales este microorganismo sea sensible.
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2.2 Hipotesis

La combinacién de metal de transicion (cobre, zinc, niquel, plata) con
antifimico (etambutol, estreptomicina, isoniazida, rifampicina) muestra actividad

antimicrobiana sinérgica contra Mycobacterium tuberculosis

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Realizar un tamizaje para detectar la combinacién (metal-antifimico) que

muestre actividad antimicrobiana sinérgica contra Mycobacterium tuberculosis

2.3.2 Objetivos especificos

1 Reactivar cepas bacterianas de M. tuberculosis

2 Seleccion de cepas M. tuberculosis monoresistentes y

multifarmacorresistentes

3 Identificar concentraciones minimas inhibitorias de sales de cobre (ll), niquel
(N, zinc (Il), plata y antifimicos de primera linea contra M. tuberculosis

4  Evaluar el efecto de la combinacion del metal con menor MIC vy el antifimico

(etambutol, estreptomicina, isoniazida, rifampicina) al cual se mostro

resistencia
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CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Bioseguridad

M. tuberculosis esta clasificado como un microorganismo de riesgo bioldgico
nivel 3, este tipo de microorganismos pueden causar una enfermedad grave en
el hombre y presenta un serio peligro para los trabajadores, con riesgo de que se
propaguen a la colectividad y existiendo generalmente una profilaxis o
tratamiento eficaz. Este microorganismo se contagia principalmente via area por
lo que su manipulacion en el laboratorio exponen al laboratorista al contagio
debido a la produccion de aerosoles. Tales procedimientos son muy comunes en
el laboratorio de microbiologia, aunque dichos aerosoles no sean claramente

aparentes (Tabla 3).

Tabla 3.

Procedimientos habituales en el laboratorio de microbiologia que pueden generar aerosoles

Procedimientos

Subcultivar colonias

Abrir placas de cultivo

Calentar y enfriar asas

Pipetear o inyectar suspensiones con cultivos
Centrifugar muestras o cultivos

Manipular y filtrar liquidos

Mezclar por agitacion mecanica o manual
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Las medidas a aplicar en caso de manejar microorganismos de nivel 3,

principalmente se centran en:

1.

Debe existir un sistema de regulacion del flujo de aire que evite la salida
de corrientes desde el laboratorio de seguridad hacia el resto de las
instalaciones, mediante el mantenimiento de una presién atmosférica
inferior a la existente en el exterior del mismo (presion negativa)
Campanas de seguridad bioldgica clase Il, en el interior de las cuales se
realizara toda la manipulacién de muestras y cultivos

Autoclave para esterilizar material independientemente del resto.

La descontaminacion de las superficies de trabajo al menos una vez al dia
y después de cada manipulacion de material infectado, la eliminacion
adecuada de los residuos generados en el laboratorio y la adopcién de
todas aquellas medidas que minimicen la generacion de aerosoles.

El empleo de diversas ropas protectoras: batas impermeables de cierre
trasero, guantes (no necesariamente estériles), cofia, lentes de proteccion.
Todo este equipo debe permanecer en el interior del laboratorio de nivel 3
y no debe usarse en el exterior del mismo

Proteccion respiratoria siempre que se realice alguna actividad con
muestras o cultivos mediante el empleo de mascarillas de seguridad N95
Todo el material de desecho debe ser descontaminado y posteriormente

esterilizado antes de su eliminacion

Las medidas de seguridad antes mencionadas fueron llevadas a cabo

durante la realizacién de este proyecto de tesis. El desinfectante usado fue

glutaraldehido 2 % y etanol al 70%.

3.2 Seleccion de aislados

Se seleccionaron aislados clinicos de M. tuberculosis del cepario del Centro

Regional de Control de Enfermedades Infecciosas (CRCEI), los cuales fueron

aislados del afio 2013 al 2016. Los cuales mostraron perfil de monoresistencia 'y
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multifarmacorresistencia a farmacos de primera linea al momento de su

asilamiento (Tabla 4). Se reactivaron 13 asilados, tomando como control sensible

a farmacos la cepa Hs7Rv.

Tabla 4.

Criterio de seleccion de aislados para su reactivacion

Farmaco H37Rv A B C D E
STR Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Resistente
ISO Sensible Resistente Sensible Sensible Resistente sensible
RIF Sensible Resistente Sensible Resistente Sensible sensible
ETA Sensible Resistente Resistente Sensible Sensible sensible

3.3 Reactivacion de M. tuberculosis

Los aislados seleccionados fueron reactivados en Caldo Middlebrook 7H9
adicionado con OADC (acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa) al 10%,

Tween 80 al 5% vy glicerol al 0.2%.

I.  Procedimiento
Dentro de campana de seguridad
a) Se tomaron 25 pl del aislado clinico a reactivar y se colocaron en un tubo
de vidrio (13x 100 mm) con tapa de rosca, al cual previamente se le
adiciono 2 ml de Caldo Middlebrook 7H9 con OADC al 10%, Tween 80 al
5% vy glicerol al 0.2%
b) Se incubaron a 37°C durante 8 semanas

Posteriormente a su reactivacion, se le realizo tincion Ziehl-Neelsen.
Il Procedimiento

Dentro de campana de seguridad
a) El aislado a tefiir se coloco y extendié en la superficie de un portaobjetos

con la ayuda de una pipeta Pasteur
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b) La laminilla fue secada a temperatura ambiente, posteriormente se fijo el
extendido colocando la laminilla en una plancha a 80°C durante 5
segundos en dos ocasiones

Fuera de campana de seguridad

a) Se cubrié completamente el extendido con fucsina fenicada, durante 15
min para permitir su coloracién apropiada

b) Se enjuago la laminilla suavemente con agua destilada hasta desplazar el
colorante

c) Se decoloré el frotis con una solucion de alcohol acido al 3%

d) Se enjuagd nuevamente con agua destilada y se elimin6 el exceso

e) Se cubrié el frotis con azul de metileno durante 1-3 min

f) Finalmente se enjuagdé nuevamente con agua, y se seco a temperatura
ambiente para posteriormente realizar la observacién microscopica. Los

bacilos acido-alcohol-resistentes se observaron de color rosa-rojo.

3.4 Pruebas bioquimicas

Los 13 aislados clinicos reactivados fueron identificados fenotipicamente
mediante ensayos por triplicado usando las pruebas bioquimicas de acumulacién
de niacina y reduccion de nitratos previamente descritas por Bernardelli et al.
tomando como control positivo: M. tuberculosis H3zRv y como control negativo

un tubo con medio sin in6culo.

Procedimiento
Dentro de campana de seguridad
a) Se cultivaron los aislados clinicos en tubos con Medio Léwenstein-densen
y incubandose a 37°C durante 5 semanas
b) Posteriormente, se le agregaron 2 ml de solucion de nitrato de sodio 0.01M
en buffer fosfato 0.022 M, corroborando que en el medio hubiera mas de
50 colonias.
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c)

d)

Se incubd la solucion de nitrato de sodio 0.01 M en buffer fosfato 0.022 M
en contacto con el cultivo a 37°C de 24 a 48 horas

Posteriormente a dos tubos vacios estériles con tapén de rosca (13x100)
y se les transfirid un 1 ml de sustrato a cada uno para la prueba de
acumulacién de niacina (I) y la reduccion de nitratos (lI)

Prueba de la acumulacion de niacina

Dentro de campana de seguridad

a)

Se tomo 1 tubo con la solucion de nitrato de sodio 0.001 M en buffer fosfato
0.022 M que habia sido incubada anteriormente, ademas del control
positivo (M. tuberculosis Hs7Rv) y negativo (Soluciéon de nitratos sin
inoculo), y se les agregd 1 gota de solucion de anilina al 4% y dos gotas
de bromuro de ciandgeno. El cambio de color de transparente a amarillo
indico la presencia de niacina

Una vez terminada la prueba se anadié NaOH al 4% a los tubos con la
finalidad de neutralizar la reaccién, ya que el bromuro de ciandgeno en

presencia de acido se convierte en acido cianhidrico que es muy téxico

Pruebas de reduccidén de nitratos

Dentro de campana de seguridad

a)

Se tomd 1 tubo con la solucién de nitrato de sodio 0.01M en buffer fosfato
0.022 M que habia sido incubada anteriormente, ademas del control
positivo (M. tuberculosis H37Rv) y negativo (solucién de nitratos sin
inoculo) y se les agrego6 1 gota de HCL al 50%, 2 gotas de sulfanilamida
al 0.02% y 2 gotas de clorhidrato de N-naftiletilendiamina al 0.1%. El viraje
a color rosado-rojo indicé que la prueba fue positiva para la presencia de

nitritos.
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3.5 Prueba de sensibilidad a farmacos

La pruebas de sensibilidad a STR, ISO, RIF, ETA se obtuvieron mediante
ensayos por triplicado usando el método de la proporcion de resistencia
previamente descrito por el Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos
(INDRE). Este método consiste en determinar la proporcidon (porcentaje) de
mutantes resistentes a cada uno de los farmacos, para lo cual se siembra un
in6culo estandarizado en dos tubos de Lowenstein-Jensen, uno de ellos
conteniendo una concentracion estandar del antibiético, mientras que el otro no
contiene farmaco. Esto permite calcular el porcentaje de colonias que se
desarrollan en presencia del farmaco (% de mutantes) respecto del crecimiento
en ausencia del mismo (considerando como el 100%).

El medio Lowenstein-Jensen con farmaco se preparé incorporando al medio
de cultivo la concentracion critica del farmaco antes de su coagulacion. Dicha
concentracion critica es la concentracion minima del farmaco que inhibe al 95 %
de cepas silvestres de M. tuberculosis que nunca han sido expuestas al farmaco,
pero que al mismo tiempo no inhibe a las cepas de M. tuberculosis que han sido
aisladas de pacientes que no responden a la terapia y que son consideradas
resistentes. Por otra parte, la proporcion critica también llamado criterio de
resistencia, es el porcentaje de mutantes resistentes de una poblacién bacilar por
encima del cual, la cepa es considerada resistente y por debajo del cual, la cepa
se cataloga como sensible para un farmaco dado (Tabla 5).

Tabla 5.

Concentracion critica y proporcion critica de Antifimicos de Primera Linea

Concentracion critica Proporcion critica

Farmaco (ul/ml) (%)
STR 5.5 1
ISO 0.2 1
RIF 42.0 1
ETA 2.0 1
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PROCEDIMIENTO

Dentro de campana de seguridad

a)

b)

e)

f)
g)

Se cultivé el asilado clinico en Medio Loweinsten-Jensen durante 4
semanas a 37°C

Posteriormente empleando un aplicador de madera se tomaron colonias
para realizar una suspension de micobacterias en 2 ml de solucion salina,
ajustandolo al tubo N 1 de McFalrland (en el tubo de 13 x 100)

Se transfirid 1 ml de esta solucion al primer tubo de 16 x 150 (dilucion 1 a
10) y se mezclé. Se realizé la misma operacién para los siguientes tubos,
hasta obtener las 3 diluciones seriadas 10 ', 102, 10°

Una vez realizadas las diluciones se inoculé el tubo control sin antibiético,
utilizando la dilucién 10°® . Se asegurd la eliminacién del agua de
condensacion

Los tubos con STR, ISO, RIF, ETA se sembraron usando 2 gotas de la
dilucién 10°

Se incubaron los tubos en posicion inclinada a 37°C durante 4 semanas
Al finalizar este periodo se observo la aparicion de colonias en el tubo
control (100%) y en los tubos con farmacos (12 lectura), se incubd
nuevamente a 37°C durante 3 semanas y posteriormente se realizé la
observacion de aparicion de colonias en los tubos que no hayan mostrado
crecimiento en la 12 lectura. Porcentajes por arriba de la proporcion critica

de acuerdo al farmaco correspondiente se consideraron resistentes.

Se aislaron las colonias resistentes de los tubos de la prueba de proporciones

para los experimentos posteriores.

3.6 Concentraciones minimas inhibitorias

3.6.1 Concentraciones minimas inhibitorias a farmacos

La obtencion de las Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) a farmacos

para cada una de los aislados se obtuvo mediante ensayos por triplicado usando

26



el microensayo en placa de 96 pocillos por el método de Azul Alamar (MABA)
previamente descrito por Luna et al. Los farmacos evaluados fueron STR, ISO,
RIF y ETA.

l. Preparacién de placa

a) Los pocillos marcados con naranja recibieron 100 yl de medio 2 (Caldo
Middlebrook 7H9 adicionado con glicerol al 0.2%, OADC al 0.05%),
excepto el 6B en color morado, este recibio 200 ul ya que se trata del
control negativo (Figura 7)

b) 200 ul de agua destilada estéril fueron agregados a los pocillos de la

periferia marcados en color celeste
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Figura 7. Disefio de MABA para la evaluacion de farmacos, colocacion del medio de cultivo.
Los pocillos naranjas y morado contienen el medio de cultivo y los pocillos celestes

contienen agua.
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c) Posteriormente, 100 pl de solucién de farmacos fueron agregados a los
pocillos de la siguiente manera: (Figura 8)
2B y 7B en color amarillo, solucién de STR (16 ug/ml)
3By 7C en color celeste, solucion de INH (4.0 pug/mil)
4By 7D en color verde, solucién de RIF ( 8.0 ug/ml )
5B y 7E en color morado, solucién de EMB ( 64.0 pug/mil)
*Los pocillos 7B, 7C, 7D, 7E fueron tomados como controles de farmacos sin
inoculo
d) Se realizaron diluciones seriadas de los farmacos a evaluar de forma

descendiente descartando los 100 ul del ultimo pocillo

ve)

DO

O
O

00000000
060~

s

m o
00O
O CGooe6@0N
e -YYYY

8 9 10 11 12
OOOOO
OO0
OOO0OO
OOO0OO
OOOOO
OO0
OOOOO
OOO0O0O

®
O
O
O

000

Figura 8. Disefio del ensayo MABA para la evaluacién de farmacos, colocacion de los
farmacos. Los pocillos amarillos contienen STR, los pocillos celestes contienen 1SO, los
pocillos verdes contienen RIF, los pocillos morados contienen ETA, la direccién de la flecha
indica el decremento en la concentracion de los farmacos. S=estreptomicina, |= isoniacida,

R=rifampicina, E=etambutol
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Il. Preparacién del indculo
Dentro de campana de seguridad
a) El aislado clinico a evaluar se se cultivdo a 37°C en Medio 1 (Caldo
Middlebrook 7H9, suplementado con glicerol al 0.2%, Tween 80 al 0.05%
y OADC al 10%) durante 21 dias
b) Posteriormente, el indculo se ajustd en Medio 2 a turbidez de McFalrland

1, este se diluyo 1:25 en Medio 2

[l Inoculacion de placa (Figura 9)

a) Se colocaron 100 pl del in6culo en los pocillos que contienen los farmacos
a evaluar (en color verde), y en los controles positivos (pocillos
6C,6D,6E,6F en color rosa)

b) Se agregé el indculo diluido al 1% al pocillo 6G (en color amarillo), el cual
sirvié para facilitar la interpretacion de resultados. Este control se preparo
agregando 99 ul del medio 2 y 1 ul de la suspension 1:25 de indculo

c) Laplaca se incub6 a 37°C durante 5 dias
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Figura 9. Disefio de MABA para la evaluacién de farmacos, colocacion del inéculo.
Los pocillos en color rosa y verde contienen indculo. El pocillo en color amarillo contiene el

indculo diluido al 1%.



IV.  Obtencién de resultados (Figura 10)

a) En el dia 5, 20 pl de solucién de Azul Alamar y 12 ul Tween 80 estéril al
10% fueron agregados a los controles de farmacos (en color verde), al
control negativo (en color morado) y al control positivo (en color amarillo)

b) La placa fue colocada a 37°C durante 24 horas
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Figura 10. Disefio de MABA para la evaluacion de farmacos, colocacion Azul Alamar . El pocillo
morado indica control negativo (N). El pocillo amarillo indica control positivo (P+). Los pocillos
verdes indican controles de farmacos. Los pocillos naranjas indican area a evaluar.
S=estreptomicina, |= isoniacida, R=rifampicina, E=etambutol, P,=control positivo 2, P;=control

positivo 3, P4=control positivo 4

c) Posterior a la incubacion, los controles de farmacos y el control negativo
permanecieron azules, mientras que el pocillo usado como control positivo
(P+) se tornd rosa. Por lo que, se agreg6 20 pl de solucién de Azul Alamar
y 12 yl Tween 80 estéril al 10% a los pocillos restantes (en color naranja)

d) la placa se incub6é nuevamente a 37°C durante 24 horas

Nota: Si después de las 24 horas de la colocacion del Azul Alamar en el control

positivo (P1), éste, no se torné rosa, se agregaron 20 ul de solucién de Azul
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Alamary 12 pl Tween 80 estéril al 10% al siguiente control positivo (P2), se incubd
la placa a 37°C, éste procedimiento se realiz6 maximo 4 veces (P P2 P3 Py).
Posterior al cambio de coloracion de azul a rosa en el control positivo, se colocé
el azul y el Tween en los pocillos restantes.

Los resultados fueron interpretados como células no viables si permanecieron
azules o si tuvieron la misma intensidad que el pocillo control al 1% e interpretado

como viable, cualquier tonalidad de rosa, violeta o morado.

Los rangos de las concentraciones finales evaluadas correspondientes a cada
farmaco fueron las siguientes: STR 0.125 - 4.0 pg/ml, INH 0.031-1.0 pg/ml, RIF
0.062-2.0 yg/ml, EMB 0.5-16 pg/ml.

3.6.2 Concentraciones minimas inhibitorias a sales de metal

La obtencion de las MIC a sales de metales para cada una de los aislados se
obtuvo mediante ensayos por triplicado usando MABA previamente descrito. Las
sales de metales evaluados fueron nitrato de plata (AgNOs3), sulfato de cobre
(CuSO0y), sulfato de niquel (NiSO,) y sulfato de zinc (ZnSOa,).

Fueron agregados 100 pl de solucion sales de los metales a los pocillos de la
siguiente manera: (Figura. 11)
2B y 7B en color amarillo, solucién de CuSO4 (2000 pM)
3By 7C en color celeste, solucion de AgNO3 (2000 pM)
4By 7D en color verde, solucién de ZnSO4 (2000 pM)
5B y 7E en color morado, solucién de NiSO4 (2000 pM)
*Los pocillos 7B, 7C, 7D, 7E fueron tomados como controles de sales de metal

sin ind6culo
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Figura 11. Disefio de MABA para la evaluacion de metales, colocacion de metales. Los pocillos
amarillos contienen soluciéon de CuSO,, los pocillos celestes contienen AgNO;, los pocillos
verdes contienen ZnSQy, los pocillos morados contienen NiSQy, la direccién de la flecha indica
el decremento en la concentracion de los metales. Cu= CuSO,, Ag= AgNO3, Zn= ZnSOy, Ni=

NiSO,4
Los rangos de las concentraciones finales evaluadas correspondientes a cada

sal fueron las siguientes: CuSO4 15.625-500 pM, AgNO3; 15.625-500 uM, ZnSO,4

15.625-500 pM y NiSO4 15.625-500 pM.

3.7 Pruebas combinatorias

La combinacion de tratamientos con actividad antituberculosis ha mostrado
buen resultado contra esta enfermedad. Y al igual que los procedimientos para
evaluar la susceptibilidad individual de los farmacos, existen pruebas para
determinar el efecto de sus combinaciones. Para ello, uno de los métodos de
laboratorio mas utilizados es el tablero de damas o checkerboard (de su nombre

en inglés). Mediante el cual, se evaluaron combinaciones de metales y farmacos,
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los cuales mostraron las mejores actividades inhibitorias individualmente.

Los ensayos checkerboard fueron realizados por triplicado, se usaron
microplacas de 96 pocillos, la lectura de resultados fue observada mediante un
colorante de viabilidad celular Azul Alamar. Se evaluaron las combinaciones de
farmacos y sales de metales, una dilucion arriba de la MIC obtenida, la MIC y dos
por debajo de ella, de cada tratamiento respectivamente. El farmaco fue colocado
en el eje x, y el metal en el eje y. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas
de acuerdo a sus respectivos ejes, por lo tanto cada cuadro en la microplaca
corresponde a una combinacion unica. Las solucion del farmaco fue concentrada
8 veces (8x) y la solucion del sales de metal (4x) respecto a la MIC al realizar el
experimento, y posteriormente al realizar las diluciones para realizar las

combinaciones y agregar el inodculo, estas soluciones se encontraban al 1x.

Preparacién de placa

l. Colocacion del medio de cultivo (Figura 12)

a) Los pocillos en morado recibieron 100 yl de medio 2 al 2x

b) Los pocillos en verde recibieron 100 yl de medio 2 al 1x , excepto el 7B
(en amarillo), el cual recibié 200 pl de medio 2 al 1x ya que se trata el
control negativo

c) 200 ul de agua destilada estéril fueron agregados a los pocillos de la

periferia (en color celeste)
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Figura 12. Disefio de MABA para la evaluacién de combinaciones, colocacién del medio de
cultivo. Los pocillos morados contienen el medio de cultivo al 2x, los pocillos verdes y amarillo

contienen el medio de cultivo al 1x, los pocillos azules contienen agua, N=control negativo

Il. Colocacion del farmaco (Figura 13)

a) Los pocillos en color verde recibieron 100 pl del farmaco evaluado al 4x.
El pocillo 8B fue usado como control de farmaco sin inéculo

b) Los pocillos en color rosa y amarillo recibieron 100 pl del farmaco evaluado
al 8x

c) El volumen del pocillo 8D (en amarillo) se mezcl6é y posteriormente se
desecharon 100 pl

d) Se realizaron diluciones seriadas del farmaco en forma descendente, de
la fila B hasta la E, descartando 100 pl de este ultimo
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Figura 13. Disefio de MABA para la evaluacién de combinaciones, colocacién del farmaco. Los
pocillos verdes contienen el farmaco al 4x, Los pocillos rosas y amarillos contienen el farmaco
al 8x. La direccién de la flecha indica el decremento en la concentraciéon de los farmacos.

F=control de farmaco sin in6culo

II. Colocacion de la sal del metal (Figura 14)

a) Se colocd 100 pul la solucion de sales de metal al 4x en los pocillos color
azul. El pocillo 8C fue usado como control de metal sin indculo

b) EI volumen del pocillo 8D (color verde) se mezcld, se desecharon 100 pl,
y posteriormente, se agregaron 100 ul de medio 2 al 1x. Este, fue usado
como control de combinacion metal-farmaco sin indculo

c) Se realizaron diluciones seriadas de la solucién de sales de metal, de
izquierda a derecha, de la columna 6 hasta la 3, descartando 100 pl de

este ultimo
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Figura 14. Disefio de MABA para la evaluacion de combinaciones, colocacion de la solucion
de sales de metal. Los pocillos azules y verde contienen las solucién de sales de metal al 4x.

La direccion de la flecha indica el decremento en la concentracion de las sales de metal.

Preparacion del in6culo
a) Elaislado a evaluar se cultivé a 37°C en Medio 1 (Caldo Middlebrook 7H9,
suplementado con glicerol al 0.2%, Tween 80 al 0.05% y OADC al 10%)
durante 21 dias.
b) Posteriormente el inoculo se ajusté en Medio 2 (Caldo Middlebrook 7H9
adicionado con glicerol al 0.2%, OADC al 0.05%) a turbidez de McFalrland
1, este se diluyo 1:25 en Medio 2

Inoculacion de la placa (Figura 15)
a) Seinoculé la placa de 96 pocillos previamente preparada, colocando 100
Ml del inéculo en los pocillos en color verde
b) La placa se incubé a 37°C durante 5 dias
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Figura 15. Disefio de MABA para la evaluaciéon de combinaciones, colocacion de indculo. Los

pocillos verdes contienen 100 ul de indculo.

Obtencion de resultados (Figura 16)

a) En el dia 5, 20 yl de solucion de Alamar azul y 12 yl Tween 80 estéril al
10% fueron agregados al control de farmaco (en color verde), al control de
metal (en color naranja), al control de combinacion (en color rosa), control
negativo (en color morado) y control positivo (en color amarillo)

b) La placa se colocé nuevamente a 37°C durante 24 horas

c) Posterior a la incubacion, los controles de farmacos, metal, combinacion y
el control negativo permanecieron azules, mientras que el pocillo usado
como control positivo (P1) se torné rosa. Por lo que, se agregd 20 ul de
solucién de Alamar azul y 12 yl Tween 80 estéril al 10% a los pocillos
restantes (en color celeste)

d) la placa se incub6 nuevamente a 37°C durante 24 horas
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Figura 16. Disefio de MABA para la evaluacion de combinaciones, colocacion del Azul de
Alamar. El pocillo morado indica control negativo (N). El pocillo amarillo indica control positivo
(P+1). El pocillos verdes indica el control de farmaco, el naranja el control de metal, el rosa el
control de la combinacion metal-farmaco. Los pocillos celestes indican area a evaluar.

P,=control positivo 2, Pz=control positivo 3, P4=control positivo 4

Nota: Si después de las 24 horas de la colocacion del Alamar azul en el control
positivo (P1), éste, no se tornd rosa, se agregaron 20 ul de solucién de Alamar
azul y 12 yl Tween 80 estéril al 10% al siguiente control positivo (P2), se incubd
la placa a 37°C, éste procedimiento se realiz6 maximo 4 veces (P1, P2 P3, Py).
Posterior al cambio de coloracion de azul a rosa en el control positivo, se coloco

el azul y el Tween en los pocillos restantes.

Los resultados fueron interpretados como células no viables si permanecieron

azules, e interpretado como viable, cualquier tonalidad de rosa, violeta o morado.

Por otra parte, la aproximacion de los costos invertidos en el presente proyecto

fueron de 50-60 mil pesos.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccion de aislados y reactivacion de M. tuberculosis

Se seleccionaron 12 aislados con perfil de resistencia deseado dentro de las
bases de datos del CRCEI del afo 2013 al 2016, pero no se localizaron aislados
clinicos con perfil de monoresistencia a etambutol. Por lo cual no se reactivo
ninguna cepa con este perfil. La probabilidad de resistencia a este farmaco es
mas baja comparada con los otros antifimicos, por lo cual este ha sido incluido
en el esquema de tratamiento de primera linea®’. Esto coincide con la baja
incidencia de aislados clinicos de M. tuberculosis resistentes a etambutol
reportado por Fescina et al., 2013, ya que del afio 1997 al 2010 solo reportaron

1 aislado®.

Dorronsoro y Torroba en el 2007, observaron que los aislamientos de M.
tuberculosis que se reactivaron en medio liquido comparado con el tiempo que
tardaban en aparecer las colonias en Léwestein Jensen, se acorté 10 dias®, por
lo que el medio liquido fue seleccionado para este fin, en este proyecto. Los 12
aislados clinicos seleccionados lograron ser reactivados en un periodo maximo
de 6 semanas mediante su cultivo en Caldo Middlebrook 7H9 adicionado con
OADC (acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa) al 10%, Tween 80 al 5% y

glicerol al 0.2%.

A la tincion de Ziehl Neelsen todos los aislados mostraron ser bacilos
delgados acido alcohol resistente, esta tincion se basa en la capacidad de las
Micobacterias para incorporar un colorante basico (Fucsina fenicada) y retenerlo
por la presencia de acidos micadlicos, resistiendo a la accidon decolorante de una
solucion de acido y alcohol®®. Otros géneros como Nocardia, que también
pueden ser causa de infecciones pulmonares y por lo tanto encontrarse en

muestras clinicas, tienen acidos micoélicos de cadena corta (30-40 atomos de
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carbono) y son débilmente acidos-alcohol-resistentes, sin embargo la morfologia
colonial y micelial de las nocardias en medios de cultivo solido permite su facil
diferenciacion del género Mycobacterium.

4.2 Pruebas bioquimicas

La realizacion de las pruebas bioquimicas (niacinas y nitratos) para demostrar
que los aislados se tratan de M. tuberculosis, y no de otra micobacteria de
crecimiento lento parten de cultivar los asilados en uno de los medios mas
empleado para el cultivo de Micobacterias, Lowenstein Jensen , el cual es un
medio solido preparado a base de yema de huevo y que contiene el indicador de
pH verde de malaquita. Los nutrientes de este medio basal, mas los aportados
por el agregado de la mezcla de huevos, constituyen un rico soporte para el
crecimiento de una gran variedad de micobacterias excepto M. leprae. El verde
de malaquita inhibe el desarrollo de la flora acompanante Gram positiva y de
algunas bacterias Gram negativas. Con el agregado de glicerina se estimula el
crecimiento de M. tuberculosis, aunque gran parte de M. bovis es inhibido®. Al
cabo de 3 a 4 semanas de incubacién se lograron observar colonias color crema,
de aspecto rugoso las cuales se desarrollaron en la superficie del medio, lo cual
es caracteristico de M. tuberculosis® segtin lo reportado por Borda et al., 1977 y
Fernandez et al., 2005.

Todas las micobacterias producen niacina, sin embargo la especie de M.
tuberculosis carece de las enzimas necesarias para convertirla en ribonucledtido
de niacina, por lo que esta se acumula en el medio de cultivo. Por lo tanto la
prueba es positiva para la especie M. tuberculosis, aunque también para M.
simiae y algunas cepas de M. marinumy M. chelonae que rara vez son causa de
enfermedad pulmonar en humanos®’. En la prueba quimica para la deteccién de
niacina descrita por Bernardelli et al, el acido nicotinico reacciona con el bromuro
de ciandgeno en presencia de una amina primaria (anilina) formando un
compuesto amarillo, el cual fue observado en cada uno de los aislados

evaluados.
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Algunas micobacterias utilizan nitratos como fuentes de nitrégeno,
reemplazando a las sales de amonio, las micobacterias que contienen actividad
nitrato reductasa pueden obtener oxigeno de nitratos y otros productos de

reduccion. La reaccidon quimica es:

Nitrato Nitrito

Esta reaccion es positiva para M. tuberculosis; aunque también lo es para
otras micobacterias que rara vez son causa de enfermedad pulmonar en
humanos como M. kansasii, M. szulgai, M. fortuitum®®. En la prueba quimica para
la deteccion de nitrito descrita por Bernardelli et al, este compuesto es detectado
afiadiendo sulfanilamida y clorhidrato de N- naftiletilendiamina en un pH acido. Si
hay nitritos, se forma una coloracion rojo, lo cual fue observado en cada uno de
los aislados evaluados.

Los 12 aislados clinicos evaluados mostraron crecimiento lento, capacidad de
producir niacina y reduccion de nitratos, por lo que se confirmo6 que se trataban

de M. tuberculosis (Tabla 6).

Tabla 6.
Pruebas de identificacion realizadas a los aislados clinicos

Aislado BAAR Velocidad de crecimiento Niacina Nitratos

Hs7Rv Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
OxPs-22 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
152589 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
151655 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
OxPs-13 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
OxPs-3 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
151228 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
OxPs-4 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
160206 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
141206 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
160251 Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
OxPs-19 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
141406 | Positivo 3-4 semanas Positivo  Positivo M. tuberculosis
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4.3 Prueba de sensibilidad a farmacos

La evaluacion de sensibilidad de M. tuberculosis a los medicamentos de
primera linea es de suma importancia clinica para el tratamiento de los pacientes
con TB, ya que el médico responsable adecuara un nuevo esquema de
tratamiento a su paciente en caso de reportase resistencia a los farmacos de
primeria linea contra TB en las micobacterias aisladas de las muestras®®. Por lo
que esta prueba fue realizada en los aislados clinicos del CRCEI.

Existen al menos tres procedimientos estandarizados para llevar a cabo la
prueba de sensibilidad: método de las concentraciones absolutas, método de la
relacion de resistencia y el método de la proporcién de resistencia. El método de
la proporcion de resistencia fue elegido para este proyecto debido a que es el
mas utilizado a nivel global como referencia, debido a su alta sensibilidad,
especificidad y bajo costo, este técnica consiste en determinar el porcentaje de
mutantes resistentes a cada uno de los farmacos, respecto al crecimiento de M.
tuberculosis en ausencia de los farmacos. Su gran desventaja es que requiere

de una gran cantidad de tiempo para generar resultados®.

El método de proporcién de resistencia se basa en concentracion critica, que
es la concentracion minima del farmaco que inhibe al 95 % de cepas silvestres
de M. tuberculosis que nunca han sido expuestas al farmaco, pero que al mismo
tiempo no inhibe a las cepas de M. tuberculosis que han sido aisladas de
pacientes que no responden a la terapia y que son consideradas resistentes. Las
concentraciones criticas para los farmacos utilizados en este proyecto fueron 5.5
pg/ml para STR, 0.2 pg/ml para ISO, 42.0 pg/ml para RIF y 2.0 ug/ml para ETA.

Los resultados se basan en proporcion critica o criterio de resistencia, el cual
es el porcentaje de mutantes resistentes de una poblacion bacilar por encima del
cual, la cepa es considerada resistente y por debajo del cual, la cepa se cataloga
como sensible para un farmaco dado. La proporcion critica para STR, ISO, RIF y

ETA es 1% °'. Las proporciones criticas para cada uno de los aislados fue mayor
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a 30% (Figura 17), con base en estos resultados se determind que los aislados
OxPs-22, 152589, OxPs-13, OxPs-4, 141206, OxPs-19 y 141406 mostraron un
perfil de resistencia, mientras que los aislados 151655, OxPs-3, 151228, 160206,
160251 mostraron ser sensibles, de la misma forma que la cepa de referencia
H37rv que fue tomada como control de sensibilidad.

100- Farmacorresistencia
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Figura 17. Determinacién de farmacorresistencia de los aislados clinicos mediante el método
proporcioén de resistencia. STR= Estreptomicina 40.0 yg/ml, ISO= Isoniacida 2.0 pg/ml, RIF=
Rifampicina 40.0 ug/ml, ETA= Etambutol 2.0 pug/ml

Se seleccionaron los aislados clinicos: 152589 (resistente a 1SO), OxPs-4
(resistente a RIF), OxPs-19 (resistente a STR), y OxPs-22 (MDR), para
posteriores experimentos, debido a que mostraron el perfil de resistencia
propuesto para su seleccion. Por otra parte, este experimento nos permitio la
seleccion de colonias reistentes, las cuales fueron tomadas de los cultivos con
farmaco al que fueron resistentes.
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4.4 Concentraciones Minimas inhibitorias
4.4.1 Evaluacion de Concentracion Minima Inhibitoria a Farmacos

La determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro a diversos
compuestos, permite monitorear los niveles de resistencia de los
microorganismos a los mismos para establecer las politicas terapéuticas
adecuadas y evaluar el desarrollo futuro de los nuevos farmacos, para esta

finalidad el ensayo MABA ha sido usado por diversos autores en Mycobacterium

spp. 62

En el presente proyecto la obtencion de las MIC a farmacos para cada una
de los aislados se obtuvo mediante el método MABA, en este método es usado
el colorante azul Alamar, el cual evidencia la actividad actividad metabdlica
celular. El ingrediente activo de Azul Alamar, es la resazurina, un compuesto no
toxico, permeable a las células y de color azul. Al entrar en las células viables, la
resazurina se reduce a resorufina por medio de enzimas mitocondriales, por lo

cual se observa un cambio de coloracion de azul a rosa*(Figura 18).

i (0]
O\/\\ //O\ = %

NH,0H ‘
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Resazurina

Resorufina

Figura 18. Reduccion de resazurina a resorufina

La metodologia MABA fue realizada por triplicado en los aislados: 152589 ,
OxPs-4 , OxPs-19 , OxPs-22 y H37Rv (Figura 19). Las MIC fueron definidas
como la mas baja concentracion del farmaco que impide un cambio a rosa y que

da una intensidad de color igual o menor que el control diluido.
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Figura 19. Resultados de Metodologia MABA. (A): H37Rv, (B): OxPs-4, (C): 152589, (D): OxPs-19, (E): OxPs-22.

Recuadros blancos representan las MIC. N=control negativo, P=control positivo, D=control inoculo 1%, S=estreptomicina, |= isoniacida,
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Las MIC obtenidas de cada aislado fueron colocados en la Tabla 7. Los
aislados evaluados mostraron diferentes perfiles de resistencia a los farmacos,
OxPs-22 y OxPs-19 mostrardn ser 16 veces mas resistentes, OxPs-4 mostro ser
2 veces mas resistente, 152589 mostro ser 4 veces mas resistente, a STR
respecto a Hz7Rv.

Por otra parte, OxPs-22 mostr6 ser 8 veces mas resistente y 152589 mostro
ser 2 veces mas resistente a ISO,respecto a Hi7Rv, mientras que OxPs-4 y
OxPs-19 mostraron mostraron la misma sensibilidad que Hs7Rv.

OxPs-22 y OxPs-4 mostrarén ser 32 veces mas resistentes, OxPs-19 y

152589 mostro ser 2 veces mas resistentes a RIF respecto a Hz7Rv.

En cuanto a ETA, OxPs-22 mostré ser 8 veces mas resistente, OxPs-4 y
OxPs-19 mostraron la misma sensibilidad que HszRv, mientras que 152589
mostro ser aun mas sensible que la Hz7Rv.

Tabla 7.

Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC) de farmacos de
primera linea sobre aislados de M. tuberculosis

Farmaco Hz7Rv OxPs-22 OxPs-4 152589 OxPs-19
STR 0.25 pg/ml 4.0 ug/ml 0.5 pg/ml 1.0 pg/ml 4.0 pg/ml
ISO 0.125 pg/ml 1.0 pg/ml 0.125 pg/ml 0.25 pg/ml 0.125 pg/ml
RIF 0.062 pg/ml 2.0 pg/ml 2.0 pg/ml 0.125 pg/ml 0.125 pg/ml
ETA 1.0 pg/mi 8.0 pg/ml 1.0 pg/mi 0.5 pg/ml 1.0 pg/mi

Comparando las MIC obtenidas de los aislados clinicos con MIC reportadas en
literatura, las cuales se toman como rango de referencia para determinar si la
cepa es considerada sensible o resistente a un farmaco® (Tabla 8), se determiné
que el aislado clinico: 152589 es resistente a ISO, OxPs-4 es resistente a RIF,
OxPs-19 es resistente a STR, y OxPs-22 es multifarmacorresistente. Los
resultados obtenidos mediante el método MABA fueron acordes a los obtenidos
con el método de porcentaje de resistencia. Lo que corresponde con lo reportado
con Luna et al., 2003.
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Tabla 8.
MIC para determinar resistencia a farmacos mediante método MABA

Concentracion de Farmacos (ug/ml)

STR ISO RIF EMB
Palomino et al., 2002
Luna et al., 2003 24 >0.25 205 24
Pagliotto et al., 2015

Las MIC de OxPs-22 (multifarmacorresistente) y OxPs-19 (resistente a STR)
fueron 4 ug/ml para STR, respectivamente. Las mutaciones que afectan al gen
rpsL se dan en el 52-59% de las cepas resistentes y producen una resistencia
de alto nivel con MIC alrededor de 4.5 mg/ml, mientras que las que afectan al gen
rrs se observan en el 8-21% de las cepas y producen una resistencia de nivel
intermedio con MIC de 0.05-0.5 mg/ml. En aproximadamente un tercio de las
cepas resistentes existe un nivel de resistencia menor a los mencionados
anteriormente y no se les detecto alteraciones en los genes rrs o rpsL®. En estas
cepas se ha evidenciado un mecanismo de permeabilidad para justificar la

resistencia.

Las MIC de OxPs-22 (multifarmacorresistente) y 152589 (resistente a I1SO)
fueron 1.0 y 0.25 pg/ml para 1SO, respectivamente, uno de los mecanismos mas
frecuentes de las Micobacterias para la resistencia a ISO son las mutaciones del
gen katG. En el 42 al 58% de las cepas resistentes a la ISO se encuentran
mutaciones de este gen, la mas frecuente es la Ser315Thr, que se encuentra en
aproximadamente el 40% de las cepas resistentes. La enzima resultante es
incapaz de activar la ISO y provoca una resistencia de alto nivel mostrando MIC

superiores a 1.0 mg/mI°®.

La MIC de OxPs-22 (Multifarmacorresistente) fue de 8 pg/ml para ETA. El
ETA es activo frente a M. tuberculosis ya que inhibe de forma especifica la
biosintesis de la pared micobacteriana. La resistencia al ETB se asocia a cambios
la regidn gendmica del operon embCAB, que codifica arabinosil transferasa

relacionada con la sintesis de componentes de la pared celular, como el
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arabinoga-lactano y el lipoarabinomanano. Entre el 47 y el 69% de las cepas de
M. tuberculosis resistentes que presenta mutaciones en la region EmbB con MIC
alrededor de 4.2 mg/ml. En las cepas que no presentan mutaciones en la region
EmbB la resistencia suele ser menor con MIC inferiores a 1.0 mg/ml®’.

Las MIC de OxPs-22 (multifarmacorresistente) y OxPs-4 (resistente a RIF)
fueron 2.0 ug/ml para RIF, respectivamente. La RIF es un inhibidor de la sintesis
de ARN mensajero (ARNm) y, por tanto, de la transcripcion genética, al unirse a
la polimerasa del ARN dependiente del ADN de los procariotas. Las
micobacterias, adquieren resistencia a la RIF mediante mutaciones en el gen
rooB que codifica para la subunidad b de la polimerasa del ARN.
Aproximadamente el 96% de las cepas resistentes a la RIF posee mutaciones en
esta region. Las mutaciones mas comunes (65-86%) son las que afectan al
codon 526 o al coddn 531 y dan lugar a una resistencia de alto nivel con MIC
alrededor de 4.32 mg/ml. Por otra parte se sabe que en el 4% de las cepas que
no se detectan mutaciones en este fragmento, la resistencia puede deberse a

mutaciones fuera de esta region®®.

De los aislados evaluados farmacorresistentes, ninguno mostro resistencia
de alto nivel con MIC alrededor de las reportadas, por o que no se puede
relacionar la MIC obtenidas con wun probable gen responsable del
comportamiento fenotipico de las cepas, cabe destacar que para evaluar si los
aislados tienen o no una mutacién, a la cual se pueda conferir la resistencia a

determinado farmaco, deben de realizarse los experimentos pertinentes.

4.4 .2 Evaluacion de Concentracion Minima Inhibitoria a Metales

Los aislados evaluados mostraron diferentes perfiles de resistencia a las sales
de los metales (Tabla 9).
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Tabla 9.
MIC de sales de metales sobre aislados de M. tuberculosis

Farmaco Hs7Rv OxPs-22 OxPs-4 152589 OxPs-19
CuSO, 35 uM 200 pM 200 uM 200 uM 250 uM
AgNO; 20 uM 40 uM 25 uM 25 uM 25 uM
NiSO, 200 uM 500 M 500 uM 160 uM 140 uM
ZnSO, 100 uM > 500 uM > 500 M 400 uM 400 M

152589, OxPs-4 y OxPs-22 mostrardon ser 5 veces mas resistentes, mientras
que OxPs-19 mostro ser 7 veces mas resistente, a CuSO,4 respecto a Hz7Rv.

Por otra parte, OxPs-19, 152589, OxPs-4 mostraron ser 1.25 veces mas
resistentes, mientras que OxPs-22 mostrd ser 2 veces mas resistente a AgNOs

respecto a Hz7Rv.

OxPs-22 y OxPs-4 mostrardn ser 2.5 veces mas resistentes a NiSO4 respecto a

Hs7Rv, mientras que OxPs-19 y 152589 mostraron ser mas sensibles a NiSO4

respecto a Hz7Rv.

En cuanto a ZnSO,, OxPs-19 y 152589 mostraron ser 4 veces mas
resistentes, OxPs-4 y OxPs-22 mostraron ser arriba de 5 veces mas resistentes,

a ZnSOq respecto a Hi7Rv.

Se observo que los aislados clinicos OxPs-19 y 152589 con perfil fenotipico
de monoresistencia a STR y ISO, respectivamente, mostraron mayor resistencia
a sales de AgNO3, CuSQq4, ZnSO4 respecto a Hi7Rv, mientras que a NiSO4 estos
mismos aislados mostraron mayor sensibilidad. Los aislados clinicos OxPs-4 y
OxPs-22 mostraron mayor resistencia a las sales evaluadas (AgNOs;, CuSQOq,
ZnS0O4 NiSO4) respecto a Hz7Rv.

Las MIC obtenidas en el presente trabajo asi como las obtenidas en literarura
para las sales evaluadas de Hs;7Rv son presentadas en la Tabla. 10 la cual
compara los resultados obtenidos, observandose que al evaluar cepas Hs7Rv
estas pueden presentar diversos perfiles de sensibilidad a las sales de los
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metales, al ser de ATCC diferentes®. Incluso ha sido reportado por Gorbach et

al., 2014, resistencia a pirazinamida por H37Rv ATCC 25618.

Tabla 10.
MIC de sales de metales sobre aislados de M. tuberculosis Hz7Rv
Hs7Rv literatura Hs7Rv presente trabajo
Metal MIC ATCC Autor MIC ATCC
CuSO, 15-25 pM 6230 Speer et al., 2016 35 uM 27294
Mayor a Bheemanagouda
ZnSO, 100 uM 27294 otal. 2016 100 uM 27294
AgNO;, | 736uM 25618 Perelra ot al. 20 uM 27204

En general, fue observado que los aislados de M. tuberculosis que presentaban
resistencia a farmacos de primera linea presentaron tolencia a mayores
concentraciones de sales de metal respecto a Hz7Rv, exepto para Ni en 2 aislados
monoresistentes (152589 y OxPs-19).

Para resistir la potencial intoxicacion por iones metalicos los microorganismos
expresan un gama bombas de eflujo de metales y transportadores pertenecientes
a 3 familias: familia Resistencia-Nodulacion-Division Celular (RND), Familia de
Facilitadores de la difusion de los cationes y familia ATP-asas tipo P. En el
genoma de M. tuberculosis no han sido encontrados familias de RND mientras
que los transportadores de difusion de catién (Rv2025c) y ATP-asas tipo P (CtpA-
J, CtpV y KdpB) estan presentes. Ha sido reportado que alguno de estos sistemas
de eflujo son requeridos para la virulencia microbiana en varias especies
bacterianas incluido M. tuberculosis’ (Tabla. 11). Por lo cual pudieran ser
relacionados estos mecanismos de eflujo de metales con las resistencias a
AgNOs3;, CuSO4, ZnSO4 NiSO4 que presentan los aislados OxPs-4, OxPs-22,
OxPs-19 y 152589.
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Tabla 11.
Mecanismo de eflujo de metales en M. tuberculosis

Proteina Tipo Metal Bibliografia
CtpJ cu™, Ni**
P-ATPasas gp\é ZC:2+ Neyrolles et al., 2015
Ctg A o' AG" Rodriguez et al.,2014
CtpB Cu' ,Ag"
Cu2+
Metalotioleinas MymT Ni** Shi et al.,2015
Zn2+
. MspA 2+ Neyrolles et al., 2015
Falizs MctB e Speer e al.,, 2016

Las sales que presentaron los mejores resultados sobre Hs7Rv, cepa sensible
a farmacos de primera linea, fueron: AgNO3;y CuSO4 con MIC de 20 y 35 uM,

respectivamente.

En cuanto a las cepas monoresistentes las sales que presentaron los mejores
resultados, fueron: AgNOsy CuSO,4 sobre OxPs-4 (resistente a RIF), con MIC
de 25y 200 uM, AgNO3y NiSO4 sobre OxPs-19 (resistente a STR), con de MIC
de 25y 140 uM,y AgNO3y NiSO4 sobre 152589 (resistente a ISO), con de MIC
de 25y 160 uM, respectivamente.

Las sales de AgNO3 y NiSO4 presentaron mejores efectos de inhibicién sobre
OxPs-22 (multifarmacorresistente), 40 y 200 uM, respectivamente.

Se sabe que el cobre es capaz de participar en la Reaccion de Fenton con el
peréxido de hidrogeno, un producto enddgeno de la respiracion aerdbica, para
generar radicales de hidroxilo”". Los radicales de hidroxilo reaccionan con
muchas biomoléculas incluyendo, el DNA, los lipidos de membrana y enzimas
generando dafos a las células en M. tuberculosis. Por otra parte la toxicidad del
niquel es debida a que este desplaza otros cationes que funcionan como
cofactores en las enzimas, y debido a esto bloquean su actividad’.

En general, los mejores resultados se obtuvieron con las sales de AgNOs;,
tanto para la cepa de referencia (Hs7Rv) como para los aislados monoresistentes

y multifarmacorresistente, siendo las MIC 20, 25 y 40 ug/ml, respectivamente. Ha
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sido reportado que la plata interrumpe multiples procesos celulares en las
bacterias, donde se incluye formacion de enlaces disulfuro, homeostasis del
hierro e interrupcion del metabolismo, estos cambios conllevan a la formacion de
especies reactivas de oxigeno e incremento en la permeabilidad de la membrana,

lo cual lleva a la muerte de la célula”’.
4.5 Pruebas combinatorias

Al igual que los procedimientos para evaluar la susceptibilidad individual de los
farmacos, existen pruebas para determinar el efecto de sus combinaciones. Para
ello, uno de los métodos de laboratorio mas utilizados es el tablero de damas o
checkerboard’.

Las sales que mostraron mejor actividad inhibitoria (en ensayos independientes)
y el farmaco al que dicho aislado habia sido resistente (Tabla 12),fueron
combinados mediante ensayos checkerboard. Con la finalidad de encontrar una
combinacion que por debajo de la MIC del farmaco o de las sales de metal o de

ambos, consiguiera inhibir a M. tuberculosis.

Tabla 12.
Metales con mayor inhibicidn sobre aislados de M. tuberculosis
Aislado Farmaco al que presenta resistencia Metales con mayor
(MIC) inhibiciéon (MIC)
HsRv Sensible a Farmacos
AgNO; 25 uM
OxPs-4 RIF 2.0 pg/ml CuSO, 200 uM
AgNO; 25 uM
OxPs-19 STR 4.0 pg/ml NSO, 140 uM
AgNO; 25 uM
152589 ISO 0.25 ug/ml NSO, 160 uM
STR 4.0 pg/ml
Hg'm AgNO; 40 M
ISO 1.0 pg/ml
OxPs-22 RIF 2.0 pg/ml
ETA 8.0 yg/ml Ny DY

Las sales de metal AgNOsy CuSO4 presentaron mayor efecto de inhibicién
sobre OxPs-4 (resistente a RIF), por lo cual los ensayos checkerboard evaluados
fueron RIF y AgNOs; , RIF y CuSO4. AgNO3y NiSO4 tuvieron mayor efecto de
inhibicién sobre OxPs-19 (resistente a STR) por lo que los ensayos checkerboard
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evaluados fueron STR y AgNO3; STR y NiSO4. AQNO3y NiSO4 tuvieron mayor
efecto de inhibicion sobre 152589 (resistente a ISO) por lo que los ensayos
checkerboard evaluados fueron ISO y AgNO3 I1SO y NiSO4 (Figura 20).

Las sales de AgNO3 y NiSO4 presentaron mejores efectos de inhibicion sobre
OxPs-22 (multifarmacorresistente), por lo que los ensayos checkerboard
evaluados fueron STR y AgNO3; STR y NiSQOy4, ISO y AgNO3 ISO y NiSOy, RIF
y AgNO3 RIF y NiSO4, ETA y AgNO3; ETA y NiSO4 (Figura 21).
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RIF (ug/ml)

OxPs-4
RIF (ug/ml)

Plata (uM) Cobre (uM)

OxPs-19
STR (g/mi)

STR (ug/ml)

Plata (uM) Niquel (M)

152589
1SO (pg/ml)
1SO (pg/mi)

Figura 20. Esquema de ensayos checkerboard realizados en aislados monoresistentes. El

Niquel (uM)

Plata (uM)

recuadro azul corresponde a pocillos con farmaco, el recuadro verde corresponde a pocillos con
sales de metal, los recuadros azul-verde corresponden a combinaciones, el recuadro amarillos
corresponde a 0 metal y 0 farmaco. Los numeros dentro de cada recuadro corresponden a las

concentraciones de farmaco y sales.
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ETA (pg/mi)
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|
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Plata (uM) Niquel (M)

Figura 21. Esquema de ensayos checkerboard realizados en OxPs-22. El recuadro azul
corresponde a pocillos con farmaco, el recuadro verde corresponde a pocillos con sales de metal,
los recuadros azul-verde corresponden a combinaciones, el recuadro amarillos corresponde a 0
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metal y 0 farmaco. Los numeros dentro de cada recuadro corresponden a las concentraciones de
farmaco y sales.

Los resultados obtenidos para el aislado OxPs-22, cepa que corresponde a perfil
de multifarmacorresistencia, se observan en la Figura 22, la cual muestra que no
hubo inhibicion de la viabilidad celular al ser combinados los metales con los

farmacos.

ETA

STR RIF

RIF ETA

Niquel Niquel Niquel

Figura 22. Ensayos checkerboard en OsPs-22.

Recuadros negros muestran el area combinatoria de interes

Los resultados obtenidos para los aislados OxPs-4 ,O0xPs-19 y 152589, cepas
que corresponden a perfil de monoresistencia a farmacos de primera linea, se
observan en la Figura 23, la cual muestra que no hubo inhibicién de la viabilidad
celular al ser combinados los metales con los farmacos para los aislados OxPs-
4 ,0xPs-19. Mientras que la combinacion ISO y plata mostré inhibir la viabilidad
celular al disminuir a la mitad la cantidad de ISO y plata, respectivamente, a la

que son activos individualmente, esto para la cepa 152589.
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Niquel o i
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Figura 23. Ensayos checkerboard a) OxPs-4 b) OxPs-19 c) 152589

Recuadros negros muestran area combinatoria de interes. Recuadro rojo muestran area
combinatoria ISO-Ag que logroé inhibir la viabilidad celular, al disminuir la concentracion al 50%

de MIC por la cual son activos la ISO y la Ag individualemnte.

Se sabe que la plata afecta la permeabilidad de la membrana bacteriana,
mientras que la isoniacida es un farmaco que necesita ser activado por una
catalasa de la bacteria, la forma activa actua inhibiendo la sintesis de acido
micdlico en la pared de la micobacteria”. Desde hace mas de 50 afios se
estudian cuidadosamente los mecanismos de la accién combinada; sin embargo,
no todos estan esclarecidos. El mecanismo por el cual la combinacion ISO y plata
tiene efecto en la viabilidad celular del aislado 152589 el cual es resistente a ISO
no esta dilucidado.

La combinacion ISO-plata presento efecto al disminuir a la mitad la MIC de ISO
y Ag a la que son activos individualmente en el aislado 152589, pero no se
observo el mismo comportamiento al diluir a la cuarta parte la MIC a la que son
activos. Esta misma metodologia fue llevada a cabo para Hs7Rv. Observandose
que ambas cepas mostraron el mismo comportamiento (Figura 24).
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Combinacién ISO-Plata sobre 152589 Combinacién ISO-Plata sobre Hj;Rv
IS0 Ag SO Ag
o o /ml

) 0.125 20
0.125 ISO (ug/ml)
12.5 Ag(uM) i)éogiés((; I&l)g/
0.0625 1SO (ug/ml) 0.03 1SO (ug/i
6.25 Ag(uM) 5.0 Ag (uM)

Figura 24. Combinacion isoniacida-plata sobre 152589 y H37Rv
ISO= isoniacida, Ag= plata, P= control de crecimiento positivo, N=control de crecimiento

negativo, D4, = dilucion 4, de la MIC Dy = dilucion 1, de la MIC

La interpretacion de los resultados se realizé a través del calculo del indice de la

concentracion fraccionaria inhibitoria (3 CFl) segun la siguiente formula:

CMI de A; en combinacion con A, CMI de A, en combinacion con A,

> CFl= +

CMI A; solo CMI A, solo

Se consideré: sinergismo si ) CIF <0,5
adiccion si ) CIF =1
antagonismo si ) CIF estaentre 2 6 4

Tomando como referencia los criterios propuestos por Berenbaum et al., 2007 y

sefalados posteriormente por Eliopoulos et al.,

Se realizaron los calculos necesarios de Y CFl para Hz;Rv y 152589 mostrados
en la Tabla.13. Obteniendo que para ambas cepas el efecto es considerado
aditivo y no sinérgico como se habia planteado en la hipdtesis. Los efectos en la

actividad combinada de dos antimicrobianos pueden ser:
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a) Adiccion= la actividad de los dos antimicrobianos es aproximadamente la

suma de las actividades de los dos antimicrobianos separados.

Sinergismo: la actividad de los dos antimicrobianos es significativamente
mayor que la adiccion de las actividades de los dos antimicrobianos
separados.

c) Antagonismo: la actividad de los dos antimicrobianos juntos es
significativamente menor que la suma de las actividades de los dos
antimicrobianos separados’®.

Tabla 13.
Combinacién ISO-plata sobre M. tuberculosis

MICISO  MIC Ag Combinacion 1ISO-Ag > CFI
152589 0.25 pg/ml 25 uM 0.125 uyg/ml - 12.5 uM 1
0.125 1
Ha7Rv ug/ml 20 uM 0.062 yg/ml - 10.0 yM

Berenbaum et al., 2007 mencionan que la demostracion del sinergismo entre los
tratamientos a evaluar requiere que el efecto de la combinacion sea
significativamente mayor que el resultado individual de cada uno, lo cual equivale
a que la CMI de ambos farmacos disminuya en la combinacion al menos 2
diluciones (1/4)"". Lo cual no ocurre con los resultados obtenidos de la Y CFl de
Hs7Rv y 1525809.

Cabe destacar que aunque no se haya observado efecto sinérgico en
combinacién 1ISO-Ag, la disminucién de la dosis de ISO al combinarse con Ag
podria ayudar a disminuir los efectos secundarios, ademas de tener efecto
inhibidor de la viabilidad contra cepas resistentes a ISO.

Finalmente se evalué si el efecto combinatorio de ISO-Ag era inhibitorio o
bactericida. Debido a que la resazurina es poco toxica para las células ya que la
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resorufina se difunde al medio e inicialmente al no concentrase al interior de la
célula no induce muerte’®. Esto permite la continuidad de estudios en las mismas
células, economizando tiempo y dinero. Lo cual fue una ventaja en el uso de la
técnica MABA, ya que posteriormente a la evaluacién de prueba combinatoria,
se tom6 una muestra de la combinacion 1ISO-Ag que habia tenido efecto de
inhibicion de crecimiento, la cual fue colocada en medio Lowestein Jensen y
Middlebrook 7H9, durante 8 semanas. No se observo crecimiento de M.
tuberculosis posterior a la incubacion, lo cual indica que el efecto de la
combinacién ISO-Ag fue bactericida.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES

Se reactivaron 12 aislados clinicos de M. tuberculosis del Centro Regional de
Control de Enfermedades Infecciosas y M. tuberculosis H3;Rv (ATCC) como
cepa de referencia, los cuales se identificaron mediante pruebas bioquimicas de
produccion de Niacina (+) y reduccion de nitratos (+).

Se determind la sensibilidad a ISO, RIF, EMB y STR mediante el método
estandar de las proporciones (método indirecto en medio de Lowenstein-Jensen).
Obteniendo 4 aislados resistentes: OxPs-4 resistente a RIF, OxPs-19 resistente
a STR, 152589 resistente a ISO y OxPs-22 resistente a ISO, RIF, EMB y STR.
Se determinaron las MIC para INH, RIF, EMB y STR mediante MABA. Los
resultados obtenidos mediante este método fueron acordes a los obtenidos con
el método de porcentaje de resistencia: OxPs-4 resistente a RIF con una MIC de
2.0 pg/ml, OxPs-19 resistente a STR con una MIC de 4.0 pg/ml, 152589
resistente a ISO con una MIC de 0.25 pyg/ml y OxPs-22 resistente a STR, ISO,
RIF, ETA, con MIC de 4.0 ug/ml, 1.0 pg/ml, 2.0 ug/mly 8 ug/ml, respectivamente.

Se determind que los aislados clinicos OxPs-19 y 152589 con perfil fenotipico
de monoresistencia a STR y ISO, respectivamente, mostraron mayor resistencia
a sales de AgNO3, CuSQ4, ZnSO4 respecto a la cepa HszRv, mientras que a
NiSO,4 estos mismos aislados mostraron mayor sensibilidad que Hs7Rv . Los
aislados clinicos OxPs-4 y OxPs-22 mostraron mayor resistencia a las sales
evaluadas (AgNO3;, CuSOQ4, ZnSO4, NiSO4) respecto a la cepa Hiz7Rv.

Se determind que las sales que presentaron las mejores inhibiciones sobre la
cepa sensible a farmacos de primera linea (Hs7Rv), fueron: AgNOsy CuSO4 con
MIC de 20 y 35 uM, respectivamente. Sobre los aislados monoresistentes las
sales que presentaron los mejores resultados, fueron: AgNOzy CuSO,4 sobre
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OxPs-4 (resistente a RIF), con MIC de 25y 200 pM, AgNO3y NiSO4 sobre OxPs-
19 (resistente a STR), con de MIC de 25y 140 uM, AgNO3z y NiSO4 sobre 152589
(resistente a 1ISO), con de MIC de 25 y 160 uM, respectivamente. Mientras que
las sales de AgNO3 y NiSO, presentaron mejores efectos de inhibicién sobre
OxPs-22 (multifarmacorresistente), con MIC de 40 y 200 uM, respectivamente.

Las sales de AgNOs;, tanto para la cepa HssRv como para los aislados
monoresistentes 'y multifarmacorresistente  mostraron mayor inhibicidn

bacteriana, siendo las MIC 20, 25 y 40 ug/ml, respectivamente.

La combinacion ISO-plata presentd efecto aditivo sobre M. tuberculosis
H37Rv y M. tuberculosis resistente a ISO, al disminuir al 50% la MIC a la cual

presentan su efecto individualmente.

El efecto de la combinacion ISO-plata que presento M. tuberculosis

resistente a isoniacida y M. tuberculosis H37Rv fue bactericida.
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ANEXOS

a) Tincion Ziehl-Neelsen

1. Solucién Fuscina basica 3%

Reactivos
Solucion Fuscina basica................ 3.0g9
Alcohol etilicode 95..........c.......... 100 ml

Procedimiento

Disolver por agitacién en un matraz aforado agregando lentamente alcohol

2. Solucién de Fenol

Reactivos
Fenol en cristales....................... 100 g
Agua destilada...................cee 100 ml

Procedimiento

Calentar en bafio maria la disolucion completa de los cristales de fenol y dejar
enfriar a temperatura ambiente. Agregar agua destilada hasta completar 1 L y
dejar reposar por 24 horas. Filtrar la solucion de fenol acuoso una vez por

semana.
3. Solucion Fucsina fenicada

Procedimiento

Mezclar 100 ml de solucion de Fuscina al 3% con 55 ml de la solucién de fenol.
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4. Azul de metileno 1%

Reactivos

Azul de metileno..........cccccoeeeennn. 19

Alcohol etilico de 95%................ 100 ml
Agua destilada........................ 900 ml

Procedimiento
Disolver por agitacion y agregar agua destilada hasta completar 1 L. Filtrar la

solucion.

5. Acido-Alcohol (Solucién decolorante al 3%)

Reactivos
Acido clorhidrico.........occvvveveveeei.. 30 ml
Alcohol etilicode 95..........c.......... 970 ml

Procedimiento
Dejar escurrir lentamente el acido clorhidrico por las paredes del matraz que

contiene los 30 ml de etanol. Agitar suavemente.

b) Pruebas bioquimicas

1. Solucion de nitrato de sodio 0.01M en buffer fosfato 0.022 M, pH7

1.1 Buffer de fosfatos 0.022 M

Solucion 1
Reactivos
KHo POy, 3.02¢g
Agua destilada......................... 1000 mL

Procedimiento
Disolver el fosfato de potasio en agua destilada (solucion 0.022 M)

71



1.2 Solucién 2

Reactivos
Nag HPOg ..o 3.16 ¢
Agua destilada..............oooiiinis 1000 ml

Procedimiento
Disolver el fosfato de sodio en agua destilada (solucion 0.022 M )

1.3 Solucién 3
Procedimiento

Agregar 611 ml de la solucion 2 a 389 ml de la solucion 1 y mezclar bien,

ajustar elpHa?7

1.4 Sustrato de nitrato de sodio en buffer de fosfatos

Reactivos
NaNOg ..o 0.85¢
SolUCION 3. 1000 ml

Procedimiento
Disolver el nitrato de sodio en el buffer, esterilizar por autoclaveado a 121 °C
durante 15 minutos.

2. Produccioén de niacina

2.1 Solucioén de anilina 4%

Reactivos
Anilina, fresca, clara, incolora....................... 4 ml
Etanol 95 Yo...ccuuniiiieiiieeeeeeeee e 96 ml

Procedimiento

Mezclar la anilina con el etanol en una botella color ambar y conservar a

oscuras y en la heladera, descartar la solucion si cambia a color amarillo.
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Nota:

La anilina es oncogénica y penetra a través de la piel, trabajar con guantes y
cuidadosamente.

La anilina cambia de color por exposicion al aire y a la luz, preparar solucidon

fresca cuando sea necesario.

2.2 Solucion de bromuro de cianégeno 10 %

Reactivos
Bromuro de ciandgeno, cristales..................... 59
Agua destilada.............ccoooiiiiiiii 50 ml

Procedimiento

Colocar los cristales de bromuro de cianégeno con el agua destilada en un vaso
de vidrio, tapar y dejar bajo campana a temperatura ambiente hasta disolucion
de los mismos, aproximadamente 24 horas. No calentar la solucion con mechero
Bunsen. Colocar dentro de un frasco de colocar ambar y mantener en el
refrigerador. Calentar a temperatura ambiente para disolver cualquier precipitado

formado por el enfriamiento.

Notas:

Preparar pequefias cantidades porque el bromuro de ciandgeno es volatil y
pierde potencia a través del tiempo. Soluciones débiles pueden llegar a dar
resultado falso-negativo.

El bromuro de ciandgeno es toxico y severo irritante de las mucosas cuando es
inhalado, trabajar en ambiente ventilado cuando se prepara la solucion.

En solucién acida el bromuro de ciandgeno se hidroliza a acido cianhidrico el que
es extremadamente toxico, cuando se descartan todos los tubos de la reaccion,

agregar previamente una solucion desinfectante alcalina.
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3. Reduccién de Nitrato

3.1 Solucién de acido clorhidrico

Reactivos
Acido clorhidrico concentrado............oooevveeeeveeeeeee 10 ml
Agua destilada............ooooiiiii 10 ml

Procedimiento
Agregar lentamente el acido clorhidrico al agua destilada, nunca a la inversa
para obtener una solucion 1:1. Mantener en un frasco color ambar, en la

oscuridad, en refrigeracion.

3.2 Solucion de sulfanilamida al 0.2 %

Reactivos
Sulfanilamida....................... 0.2¢g
Agua destilada..................... 100 ml

Procedimiento
Disolver la sulfanilamida en agua destilada y mantener en un frasco color ambar,

en la oscuridad, en la heladera.

3.3 Solucion de N-naftiletilendiamina 0.1 %

Reactivos

naftiletilendiamina.......................... 01g

Agua destilada............ooooiiii 100 mL

Procedimiento

Disolver la N-naftiletilendiamina en agua destilada y conservar en frasco color
ambar en la oscuridad, en la heladera.

¢) Medio Lowestein-Jensen

Reactivos

Medio Lowestein-Jensen....................... 37.79



Aguadestilada.............ooo 588 ml

GliCerol ... 12ml

Procedimiento

1.

Suspender 37.7 g de polvo del medio en 600 ml de agua destilada, la cual
contiene 12 ml de glicerol, esterilice en autoclave a 121°C por 15 min enfrié
a aproximadamente 50 C.

Mientras tanto prepare 1000 ml de huevo mezclado perfectamente (ver
nota 1)

Vaciar los huevos homogenizados en el matraz que contiene el medio

4. Mezclar bien agitando el matraz y dejar reposar para que las burbujas de

Nota 1

aire contenidas en el medio asciendan a la superficie y se eliminen.
Mezcle la base y el huevo suavemente hasta obtener una mezcla libre de
burbujas.

Distribuya en tubos estériles con tapon de rosca, coloque los tubos en
posicion inclinada y coagule a 85 C por 45 minutos. La superficie del
método debe tener un color verde-azul claro.

Una vez a temperatura ambiente llevarlos a la camara de cultivos a 37°C
dejandolos durante 48 horas para evaluar su esterilizad. Posteriormente
se conservan en refrigeracion a 4°C, el tiempo maximo de conservacion

en tales circunstancias sera de dos mes.

Los huevos se limpian cuidadosamente con un cepillo, agua y jabon y se dejan

pocos

minutos en agua jabonosa. Se enjuagan con agua corriente y se limpian

con una gasa embebida en alcohol de 70 C. Con las manos bien lavadas, quebrar

los huevos uno a uno en un vaso estéril. Vaciar un litro de huevos en un vaso de

licuadora y homogenizar durante algunos segundos. Todo el material debe estar

estéril.
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d) Prueba de sensibilidad a farmacos

1. Preparacion de soluciones madre de farmacos

En la tabla 11 se indica el tipo de solvente y la cantidad de farmaco que hay que

pesar para preparar las soluciones.

Tabla 14.
Preparacion de soluciones madre de farmacos de primeria linea
mg de concentracion
. farmaco para )
Farmaco Solvente final del
10 ml de farmaco (pl/ml)
solvente
STR Agua destilada 55 mg 5500
ISO Agua destilada 20 mg 2000
RIF Etanol al 95 % 42 mg 4200
ETA Agua destilada 20 mg 2000

Procedimiento

Suspender la cantidad necesaria de cada farmaco en su respectivo solvente y
mezclar. Las soluciones de los farmacos no requieren ser esterilizadas, pero hay
que usar material estéril.

2. Preparacion de soluciones secundarias de farmacos

En la tabla 12 se detallan las diluciones secundarias requeridas a partir de la

solucién madre para alcanzar la concentracion critica con 1 ml de la dilucién del

farmaco para preparar 100 ml de medio de cultivo.
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Tabla 15.
Diluciones secundarias para alcanzar la concentracion critica

ml de
. ., dilucion
Farmaco Disolvente de la solucion madre para 100
(ul/ml) ml de
medio
STR Dilucion A 1:10, concentracion 550 ’
(ul/ml)
Dilucion A 1:10, concentracion 200
(ul/ml)
ISO Dilucion B 1:10, concentracion 20 1
(ul/ml)
RIF Soluciéon madre sin diluir 1
ETA Dilucion A 1:10, concentracion 200 1
(ul/ml)

Procedimiento
Suspender la cantidad necesaria de cada solucion madre en su respectivo

solvente y mezclar.

3. Preparacion de tubos con medio Lowestein-Jensen y farmacos

3.1 Medio Léwestein-Jensen con STR (5.5 pl/ml)

Reactivos
Medio Lowestein-densen....................... 99 ml
Dilucion Ade STR. ... 1 ml

3.2 Medio Léwestein-Jensen con ISO (0.2 pl/ml)

Reactivos
Medio Lowestein-densen....................... 99 ml
Dilucion Bde ISO...ceveiiiiii . 1 ml

3.3 Medio Léwestein-Jensen con RIF (42 pl/ml)
Reactivos
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Medio Lowestein-densen....................... 99 ml

Solucion madrede RIF ..., 1 ml

3.4 Medio Léwestein-Jensen con ETA (2 pl/ml)

Reactivos
Medio Lowestein-densen....................... 99 ml
Dilucion Ade ETA. ..., 1 ml

Procedimiento

1. Mezclar el medio Lowestein-Jensen con el farmaco correspondiente en

condiciones asépticas

2. Distribuya en tubos estériles con tapon de rosca, coloque los tubos en

posicion inclinada y coagule a 85 C por 45 minutos. La superficie del

método debe tener un color verde-azul claro.

3. Una vez a temperatura ambiente llevarlos a la camara de cultivos a 37°C

dejandolos durante 48 horas para evaluar su esterilizad. Posteriormente

se conservan en refrigeracion a 4°C, el tiempo maximo de conservacion

en tales circunstancias sera de un mes.

78



