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1. RESUMEN

El presente trabajo de investigacion fue realizado con el pfcpésitn
de evaluar los métodos de preservacion: nitrégeno liquido, sangre de -
carnero, aceite mineral, leche descremada y resiembra peridédica en medios
frescos, mediante comparacion de los mismos con el método de
preservacion por liofilizacion como control de referencia. Los sujetos de
estudio sometidos a los métodos de preservacién antes citados fueron tres
cepas de Strgolococcus spp, Neisseyra goworrfocae y  Hacmophilus
2270 z20

Para el prcschte trabajo se plantearon los objetvos siguientes:
evaluar la calidad de todos los métodos de preservacién estudiados,
establecer el método que en aspectos de calidad, costo y tiempo mostrase
ta mayor similitud con el control de referencia (liofilizacion), y, determinar
la factibilidad de implementacidon a nivel de laboratorios clinicos
convencionales del método de preservacion, alternativo a la liofilizacién,
quc mostrase mejores caracteristicas de calidad, costo y tiempo.

El estudio fue realizado en dos etapas, evaluindose en la primera la
calidad de los métodos de preservacidon; en la segunda etapa se
establecieron costos y tiempo de los métodos que tuvieron mejéres
caracteristicas de calidad. En lo referente a la calidad, los aspectos
evaluados fueron: crecimiento en el medio, tipo de heméblisis, reaccion a la
coloracién de Gram y morfologia celular; los tiempos de lectura fueron
1.5, 3, 4.5 v 6 meses. El disefio experimental utilizado fue de bloques al
azar, los resultados fueron medidos en una escala ordinal y analizados
mediante métodos estadisticos no paramétricos, utilizdndose la prueba de
Friedman para la evaluacién del crecimiento en el medio y la prueba de
Cochran para los otros tres aspectos estudiados; al haber evidencia
significativa entre los métodos, se procedid con la realizacién de
comparaciones pareadas de los métodos con respecto al control de
referencia (liofilizacion)., La evaluacion de costos y tiempos se realizd
mediante la utilizaciéon de tablas y diagramas PERT (Program Evaluation
and Review Technique) para aquellos métodos de preservacidon que
mejores caracteristicas de calidad mostrasen.

- Hasta un periodo de 6 meses, los resultados observados
demostraron que Gnicamente el método de preservacidon en nitrogeno



liquido tiene atributos de calidad (crecimiento en ei medio, tipo de

“hemdlisis, reaccidn a la coloracion de Gram y morfologia celular)

similares, a los del control de referencia (liofilizacién). Los métodos de
preservacidn en sangre de camnero, aceite mineral, leche descremada y
resiembra periddica en medios frescos son, en funcién de los aspectos de
calidad evaluados estadisticamente diferentes con el control de referencia
(p<a). En lo referente a costos y tiempos el método de preservaciéon en
nitrégeno liquido, comparado con el método de liofilizacién resulta ser
menos costoso en o que a implementacidén y funcionamiento se refiere, y
con respecto al tiempo y laboriosidad son casi equivalentes, por o que se
considera factible su implementacion a nivel de laboratorios clinicos

convencionales.
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2. INTRODUCCION

En la actualidad en Guatemala se cuenta con varios métodos para
preservar microorganismos tales como: .Strgpfococcus spp, MNersscriz
gonorrfioeae y. Haemoplhifus miffitenzae  los cuales son necesarios para
ser utilizados como cepas control en los laboratorios clinicos. Estos
juegan un papel importante en las enfermedades infecciosas del pais, se
encuentran con mucha frecuencia causando irastornos de salud. Por lo
anterior, la preservacién ayuda a tener cepas control y de esta manera dar
un diagnésticc fidedigno. Sin embargo, existen dificultades debido a que
estos métodos de preservacién no son factibles de implementar a nivel de
laboratorios clinicos convencionales, por lo que se hace indispensable
establecer el método de mayor funcionalidad a este nivel, tomando en
cuenta costos que puedan ser cubiertos por dichos laboratorios.

Para el efecto, en el presente trabajo de tesis se evaluaron diferentes
métodos de preservacidn de microorganismos, ‘tales como: nitréogeno
liquido, sangre de carnero, leche descremada, aceite mineral y resiembra
periddica en medios frescos, utilizando ademas la liofilizacién como
método de referencia, lo que permitié determinar cual es el méas indicado
para preservar la morfologia, viabilidad y caracteristicas especificas de las
cepas mencionadas a nivel de laboratorios clinicos convencionales.
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3. ANTECEDENES

3.1. CULTIVOS PUROS:

Puro significa libre de elementos extrafios o de otros microorganismos
vivos. Para poder identificar exitosamente un microorganismo como
responsable de una enfermedad, se debe estar seguro que esti presente
como componente exclusivo del medio en el cusl se aisla, a lo que se le
denomina cultivo puro. Con muy pocas excepciones, las propiedades
morfolégicas de los procariontes son tan limitadas que no puede hacerse
una identificacion absoluta y a veces ni siquiera aproximada de un
microorganismo sin aislarlo en cultivo puro. De la misma manera, sin
dichos cultivos no se pueden determinar las caracteristicas de un
microorganismo que son de mayor interés general, como las necesidades
nutricionales, las respuestas al medic ambiente, los productoé metabolicos
o la patogenicidad (1,2).

3.2. SErEMOCOCCls spp
3.2.1. Generalidades:

El género Sirgolococcus pertenece a la familia Sweplococcacese
son cocos Gram-positivo, citocromo y catalasa negative que miden de 0.5
a 1.9 mm de didmetro, agrupados preferentemente en cadenas, en pares y
a veces en tétradas, moviles, no esporulados y anaerobios facultativos.
Las especies con méas importancia clinica son Strgplococcus progenes, S
sgalactiac y S, pureumomnde  © neumococo, de los cuales los dos
primeros producen una hemdlisis completa o B-hemdlisis y el tercero una
hemolisis parcial o a-hemélisis (2-4).

3.2.2. Caracteristicas metabélicas:

Los microorganismos del género  SWepfococcus poseen un
metabolismo fermentativo y el principal producto de éste es el acido
lactico puesto que su energia proviene principalmente de la fermentacién
de los azhcares. Tanto .5 pwewmonise como S progenes y .S
agafact/zc crecen en un medio de infusién de carne que contiene sangre o
suero (4,5).
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3.2.3. Habitat y toma de muestra:

El ser humano es el reservorio por excelencia de .5 vagenes, S
agalacirize 'y 5. puaeumonide, por lo regular se encuentran en 6rganos,
sistemas y tejidos provocagdo grandes infecciones (4).

S gragenes  se localiza  principalmente en la garganta en la
porcidn de las amigdalas causando serios problemas comeo {aringitis y mas
esporadicamente en la piel, vagina y recto; .5 agealzclize también esta
presente en la microbiota anteriormente mencionada pero también puede
causar infecciones en heridas, endocarditis, infecciones puerperales,
septicemia neonatal v meningitis. Las infecciones de heridas son mas
comunes en pacientes con Diabetes Mellitus y enfermedad vascular
periférica; en lo que respecta a S| pweumoniae se ubica como la principal
causa de neumonia bacteriana adquirida en la comunidad; ademas, puede
causar meningitis, otitis media y bacteremia en lactantes y nifios (4).

La toma de muestra para obtener cultivos puros de estas especies se
hace principalmente en garganta con hisopo estéril. De la nariz se toma
con un alambre flexible estéril con punta de algodén (humedecido con
agua o solucidon salina estéril); de la piel se obtiene mejor de lesiones
cutidneas quitando las costras de la cubierta de las pustulas o vesiculas; el
hisopo esterilizado debe frotarse firmemente en la lesion (4).

Existen otros lugares de los cuales pueden recolectarse las
muestras, como por ejemplo: sangre, liquido cefalorraquideo, esputo,
orina, y otros liquidos del organismo (3,4).

3.2.4. Métodos de transporte: _

Para el transporte de muestras en hisopos al laboratorio de
bacteriologia es necesario tomar en cuenta tres aspectos importatﬂeé: 1) la
fuente de la muestra, 2) el tiempo que se tarda el transito de la muestra y
3) las 'ideas del médico y director de laboratorio con respecto a las
bacterias que se consideran patégenas del tracto respiratorio superior.
Antes de comenzar los procedimientos de laboratorio, el médico y el
director deben decidir la clase de examen bacteriolégico necesario para
cada muestra dependiendo de la fuente (4). |

Los Strepfococcus spp sobreviven en un ambiente seco, si el tiempo
para su descarga en el medio de cultivo no pasa de dos horas. El hisopo
se guarda en su envoltura de papel o en un tubo de ensayo esterilizado
para su transporte. Si la muestira va a ser procesada hasta el dia siguiente



o st deben considerarse otros patégenos, se debe usar medios de
transposte como Stuart o Amies. Si el transito va a durar mas de un dia,
debe usarse el sistema de transporte gel de silica o papel de filtro seco.
Estos sistemas se utilizan mas para muestras de garganta y plel (4).

3.2.5. Medio de cultivo con enriquecimiento:

El medio de cultivo recomendado es el agar sangre de carnero al 5%
debide a que los eritrocitos de la especie s arves, son sumamente
suceptibles a la accidn de las hemolisinas bacterianas, y de esta manera se
evitan [as reacciones hemoliticas dudesas que dificultan la interpretacién
de los cultivos (5).

Es importante el uso de sangre de carnero porque posee bajo
contenido de nucledtidos de piridina inhibiendo el crecimiento de
Haemoplitfus  fHacmofticus - que produce colonias idénticas a .S
MAagenes  La sangre de carnero no contiene anticoagulantes, ni
anticuerpos, ni antibidticos contra las bacterias patégenas del hombre, por
lo que en general permite mejores crecimientos (5).

3.2.6. Aislamiento e identificacién de laboratorio:

El aislamiento de los estreptococos es muy selectivo ya que tienen
necesidades nutritivas especificas. Los medios que mas se utilizan en este
caso son infusién enriquecida en agar y caldo, como tripticasa soya, la
infusién cardiaca, el medio Todd-Hewitt o la peptona proteasa y se
prefiere el agar sangre de carnero para el aislamiento primario; estos
medios son libres de azhacares reductores y sustancias que influyen en la
expresién de la B-hemdlisis. El aislamiento en placas de agar sangre
puede incubarse en cualquier atmasfera, pero muchas cepas crecen mejor
anaerébica que aerébicamente por lo que a veces se les llama
microaeréfilas o anaerobias aerotolerantes (3,4).

La identificacién de los estreptococos en estudio en agar sangre de
carnero se lleva a cabo de la siguiente manera: .Strepfococcus p-hemo-
liticos pertenecientes al grupo A de Lancenfield son suceptibles a la
Bacitracina 0.04 unidades y producen una reaccién positiva a la hidrélisis
de 1a PYR (Pirrolidina), los que pertenecen al grupo B de Lancefield son
CAMP (Cristy Adkins Monch Peterson) e hidrdlisis del hipurato positivo
y raramente crecen en NaCl al 6.5%; con respecto a la identificacién de
Streplococcus a-heméliticos pertenecientes al grupo D, especificamente



Streprococcus preunonic, se ha establecido que el mismo es suceptible
a ia Optoquina y soluble en bilis (3,4,6).

3.3 Nerisserra govoriiocac
3.3.1. Generalidades:

El género  ANevsserrz perienece a la familia Nesserraceze, vy
comprende varias especies con o sin importancia clinica. Una de las que
tiene significado patdgeno es la N gomorrfocze que se presenta como
cocos Gram-negativo en parejas con formas arrifionadas o granos de café,
que no forman esporas, aerobios o anaerobios facultatives, inméviles,
catalasa y oxidasa positivo. Su tamafio varia de 0.6-1.5 mm de diametro
(1-3).

3.3.2. Caracteristicas metabélicas: _

Ef metabolismo o variacién nutricional de V. gororfocas se denota
en la utilizacion o sintesis de polisacaridos en agar tripticasa soya al 5 %.
Luego de ésto se incuba por 3 dias a 369C, al crecimiento se le agrega
lugol de Gram y el aparecimiento de una coloracion azul es indicativo de
sintesis de polisacaridos. Ademas hay otras formas de identificar una M
Lgororrfoeze como el crecimiento en agar Thayer Martin modificado con
CO,extra, el cual es muy importante para su crecimiento (1,2).

3.3.3. Habitat y toma de muestra:

Para poder diagnosticar la gonorrea, los lugares indicados para la toma
de muestra dependen en cierta forma de la edad, el sexo, las preferencias .
sexuales del individuo y la presentacién de la infeccidon. Habitualmente se
le encuentra causando infeccidén en endocervix, uretra y/o recto (3,7-9).

Para la toma de muestra en los lugares ya indicados deben lubricarse

con agua tibia todos los instrumentos a utilizar (espéculos vaginales,

anoscopios, etc.), ya que otros lubricantes pueden ser toxicos para los
gonocacos. Las muestras pueden recogerse en hisopos o, en algunos
casos, con asas bacterioldgicas de platinoiridio libre de impurezas. Es
mejor usar hisopos compuestos de material sintético como alginato de
calcio o dacrén. El material debe recogerse en hisopos separades, para
realizarle tincién de Gram y cultivo (7,8).

e 5



3.3.4. Métodos de tratisporte:

Los gonococos son sumamente suceptibies a las condiciones adversas,
y puede que se encuentren pocos microorganismos en el material clinico,
por lo que las muestras deben transportarse al laboratorio en una forma
que puedan preservar su viabilidad. Las formas mas comunes de
transporte son 1) paso directo a placa utilizando medios de cultivo como
New York City (NYC), el medio modificado de Thayer Martin o el medio
Martin Lewis, 2) medios de transporte nutritivo como Stuart y el Amies y
3) sistemas de transporte nutritivos como medios de New York City,
Martin Lewis o Thayer Matin Modificado en placas JEMBEC (Camara
biologica Ambiental) (6-8).

3.3.5. Medios de cultivo con enriquecimiento:

El medio que permite un crecimiento excelente de casi todas las cepas
patogenas de NVeavsserzs, e inhibe el crecimiento de MNevsserrz saproélitos
y otros comensales que pueden contaminar muestras bucofaringeas y
anogenitales, es el medio Thayer Martin con antibidticos agrepados (7,8).

'El medio New York City es claro y favorece el crecimiento
superabundante de N gowvorrbocze y N, wmenmgrirdis (6,7).

También se puede utilizar agar chocelate para su cultivo, pero se debe
tomar en cuenta que este medio no es selectivo, ya que no posee agentes
antimicrobianos que inhiban el crecimiento de cualquier otro
microorganismo (6,7,10,11).

3.3.6. Aislamiento e identificacién de laboratorio:

El aislamiento de N gonorrfioeae  se lleva a cabo en un ambiente
microaerofilico, a una temperatura de 35-379C, luego las placas se
examinan en el transcurso de 18 a 72 horas, para poder asegurar que el
cultivo es negativo (6-9).

La identificacion de M. gororrfiocae se lleva a cabo efectuando a las
colonias presuntivas la prueba de la oxidasa, la cual da positiva;
coloracién de Gram, la cual presenta cocos Gram-negativo en pares o
diplococos con forma de frijol o'arriﬁonadcs, pero ademis de esto se
pueden hacer pruebas confirmatorias como tincidén con FA (Anticuerpo
Fluorescente), coaglutinacién y fermentacién de azicares como la
glucosa, maltosa y sacarosa, produciendo icido unicamente con la glucosa
(6,7,10).




3.4 Hacmoplifus mfuenzace

3.4.1. Generalidades:

El género Haevwopli/us, en su morfologia, varia de los cocobacilos a
los bacilos filamentosos; en la coloracién de CGram se presentan como
Gram-negative y ademas poseen las caracteristicas de ser alcohol
acidorresistentes, no méviles, esporulados y anaerobios facultativos. Su
didmetro varia de 1 a 1.5 por 0.3 mm. La especie de mayor importancia
clinica es /. mffuennzae, por ser una de las tres principales causantes de
meningitis bacteriana (12,13).

3.4.2. Caracteristicas metabodlicas:

El A mfiuerzze posee un metabolismo fermentativo de los hidratos
de carbono, como la glucosa, que al ser fermentada produce acido
succinico, dcido lactico y dcido acetico, y algunas veces gas. Crece mejor
en agar chocolate que en cualquier otro medio, ya que éste contiene el
factor termoestable X v el factor termolabil V; debe colocarsele atmosfera
himeda con 5 a 10% de CO, a una temperatura que va de 33-379C (3,12).
3.4.3. Habitat y toma de muestra:

I.as fuentes mas importantes de A swffuenzae  son las muestras
sanguineas, en caso de endocarditis bacteriana, liquido cefalorraquideo
(LCR) cuando se sospecha de meningitis, y otros come liquido aspirado
de articulaciones infectadas, pus, hisopados nasofaringeos o de garganta y
ocasionalmente hisopados vaginales (12,13).

Para Ja toma de muestra hay que tener en cuenta que las especies de
Haecrophi/us son habitantes normales de las vias respiratorias superiores,
por lo que é&stas muestras deben ser representativas de la microbiota
infecciosa, evitando la contaminacidon con la microbiota comensal. Por lo
tanto, en el muestreo se debe utilizar hisopos hum|edecidos en caldo si son
alceras, si son aspiraciones con jeringas estériles (12,14).

3.4.4. Métados de transporte:
Para el transporte de hisopos conteniendo muestra de udlceras se

“utilizan medios como Amies o Stuart. Sila misma proviene de aspirados,

el material se debe inocular directamente en el medio (12},
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3.4.5. Medios de cuitivo con enriquecimiento:

Los medios de cultive recomendados en este caso son agar chocolate
y Levinthal, ya que en éstos estan contenidos el factores X que se
encuentra directamente en la sangre comin y el V, el cual para obtenerlo
es necesario liberarlo, destruyéndo los globulos rojos por calentamiento
(6,12,13). |
3.4.6. Aislamiento e identificacién de laboratorio:

El aislamiento de &, mffuenzae se obtiene al incubar el cultivo a una
temperatura que va de 35-37°C, suplementdndole una atmésfera himeda
con 5 a 10% de CO, y en condiciones Optimas casi todas las colonias
crecen después de 18 a 24 horas de incubacién (12,14).

La identificacion de A mffuenzac se lleva a cabo con el fenémeno
satélite que puede detectarse en cultivos primarios de placas de agar, y
para confirmar es mejor utilizar agar Muller-Hinton y colocar los discos o
tiras conteniendo los factores X y V sobre la superficie en el drea de
inoculacién a una distancia aproximada de 1 cm. entre cada una (6,12).

3.5 METODOS DE PRESERVACION:

La mayoria de veces es necesario preservar cultives de bacterias como
material de estudio para fines docentes, o bien para utilizarse como
controles o cepas reutilizables en los laboratorios clinicos o de referencia.
No obstante, no todas las bacterias responden de manera similar a los
procesos y condiciones especificas, lo que significa que lo que se utiliza
para la preservacién de un cuitivo puede que no sea aplicable para otro
(1,2,15). _

Antes de poner en prictica un programa de almacenamiento deben
considerarse ciertos factores importantes que pueden ejercer efectos
adversos en la coleccion de cultivos: 1) no deben usarse los medios que
contienen hidratos de carbono fermentables, 2) nunca deben usarse
medios selectivos, 3) los cultivos no deben secarse (usar tubos de rosca
herméticas o sellos de parafina), 4) los microorganismos termosensibles
como N, gonorhocacy N. menmngridis no deben refrigerarse, pero
pucden someterse a congelacion ripida para un mantenimiento a largo
plazo y 5) los cultivos de referencia recomendados como controles, no
deben usarse diariamente durante mas de una semana, pero deben tomarse

a intervalos no mayores de una semana de stocks congelados o
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liofilizados, o de una provisidén de cajas o placas de control de cultivos
comerciales guardados tal como lo recomienda el fabricante (2,16).

or lo tanto, las bacterias requieren de un cuidado y un método
especial, para que conserven su morfologia y caracteristicas tipicas
durante el mayor tiempo posible, como fueron en el momento de la
preservacion. Para todo esto se necesitan medios especiales, resiembras a
intervalos fijos y almacenamiento en condiciones establecidas. Si alguna
de estas condiciones no se observan, o por alguna razdén los
microorganismos se contaminan, pueden perderse. Algunos de los
métodos mas utilizados se presentan a continuacién (1).
3.5.1. LIOFILIZACION:

El proceso de liofilizacidon fue estandarizado en 1,935 por Flosdorf y
Mudd, es el procedimiento mas eficaz para la preservacion de una gran
variedad de cultivos. Muchas especies de bacterias han permanecido
viables por mas de 20 afios. Consiste en tres fases distintas las cuales se
mencionan a continuvacion: l. Congelamiento, 2. Sublimacién y 3. Secado
secundafio (1,16).

Primero las células conienidas en un frasco se secan ripidamente
mientras son congeladas por inmersion en una soluciéon (usualmente
Etilen-glicol) conteniende hielo seco. El material alcanza
aproximadamente -75°C. En vacio interior, la sublimacién toma lugar
transformando el solvente congelado (agua) en vapor sin pasar por la fase
liquida primero. La sublimacién ocurre cuando la presion de vapor de un
solido llega a ser mas que la presion atmosiérica y el sélido se vaporiza.
Asi, el agua es removida del material liofilizado existente y el producto
permanece seco y poroso. El calor perdido causado por la sublimacién,
simultineamente conserva el material congelado hasta ser secado. El
secamiento secundario se refiere al tratamiento prolongado bajo vacio
dejandolo completamente deshidratado (1,16-21).

Luego de ocurridas las tres fases importantes de la liofilizacion, los
frascos se sellan bajo condiciones al vacio. Las ventajas mas
significativas de este procedimiento son la gran longevidad, las menores
oportunidades de cambio en las caracteristicas del cultivo y lo pequefic de

los recipientes donde se almacenan. Cientos de cultivos se pueden

almacenar en un espacio pequ ;9#643;.__.__
T PROPKLBAD DE LA UNIVERSIDAD CE SAH CARLOS DF GUATEMALA »

Bibpltoteca sentrai
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3.5.2. NITROGENO LIQUIDO:

3i se dispone de nitrégeno liquido, este constituye un método atil y
fidedigno para la preservacion de cultivos (24).

Todos los cultives liquidos que contienen microorganismos vivos se
centrifugan y una gota de suspension concentrada de estos, se colocan con
suma precaucion en una ampolla estéril devidrio, ésta se une a una bomba
de vacio por medio de un tubo adecuado. Toda la técnica se lleva a cabo
bajo vacio. La ampolla se sumerge en nitrogeno liquido, cuando la
suspension se ha congelado, fa ampolla se sella con un pequefio mechero
Bunsen, se pone de inmediato en el congelador y se conserva a -200C.
Para el uso, ia ampolla se calienta répidamente y el microorganismo se
siembra en el medio fresco, el que posteriormente se incuba (24,25).

Muchas cepas no patdgenas son selladas en vidrio v pueden ser
almacenadas en la fase liquida de un congelador de nitrégeno liquido. Las
ampollas almacenadas en esta forma, deben ser selladas apropiadamente
para que no hayan problemas de explosion (24-28).

El nivel de nitrégeno liquido empieado en el congelador es mantenido
por un controlador de llenado automatico, que regula la enirada de éste
por un apresurador propio (17,26).

Se ha comprobado que el procedimiento de congelacién por nitrégeno
liquido mantiene muchos especimenes, que no se preservan por
liofilizacién (16).

3.5.3. SBANGRE DE CARNERO:

La sangre de carnero utilizada en agar ha demostrado gran valor en el
aislamiento de varias bacterias fastidiosas (5).

Existen dos formas de hacer la preservacidn. En una se inocula el agar
sangre con el microorganismo en estudic, se incuba y luego de su
crecimiento se sella el frasco y refrigera bien a 40C, ~ Asi es como
sobreviven varios meses, preservando sus caracteristicas morfolégicas y
bioguimicas. Son excepciones a la regla las cepas de Sirgplococcus
prcumonize 'y Streptococcus del grupo Viridans que no sobreviven mas
de una semana (5).

La otra manera de preservar bacterias fastidiosas es sembrarlas en
agar sangre de carnero e incubarlas a la temperatura establecida, al haber
crecimiento de la bacteria se le traslada masivamente con un hisopo estéril

a la sangre de carnero y posteriormente se congela a -709C. De esta

s T
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manera se han preservado en especial los Sirgpfococcus durante uno a
dos afios (4,5).

3.5.4. LECHE DESCREMADA:

Es preparada a partir de una leche descremada al 20% (viv o piv),
agua destilada dispensada en cantidades de 6 ml, autoclaveada y
esterilizada. Usualmente no es utilizada para cepas en las cuales su
crecimiento es inhibido por la leche o en cepas que son cultivadas en un
medio definido quimicamente (26,27).

La leche descremada también es utilizada como un crioprotector
cuando se lleva a cabo el congelamiento por secado o liofilizacion (27,28).

ILa suspensién de bacterias puede hacerse directamente en la leche
descremada estéril, {a cual es utilizada frecuentemente para preservar
bacterias fastidiosas como ANedsserzz  spp, Gardwerella vagmals
Hacmaphins sop, etc. (22,27).

3.5.5. ACEITE MINERAL:

Muchas bacterias se preservan bien, cubriendo el agar en que estin
creciendo con aceite mineral estéril. Se preparan tubos con superficie
inclinada del agar correspondiente a cada bacteria de estudio, estriando en
dicha superficie, y cuando ya se ha obtenido el crecimiento del cultive, se
le agrega el aceite mineral estéril, cubriendo mas o menos de 1 a 2.5 cm de
la superficie inclinada del agar (1,16).

El mantenimiento de la viabilidad bajo este tratamiento varia segin la
especie de bacterias en estudio y consiste en que se puede tomar algo del
desarrollo bacteriano que estd abajo del aceite, por medio de un asa
bacteriolégica, incubar medios frescos y continuar preservando el cultivo
inicial (1,16).

3.5.6. RESIEMBRA PERIODICA EN MEDIOS FRESCOS:

Una diversidad de bacterias se puede mantener en tubos con medios,
en los cuales han sido cultivadas de forma periddica y constantemente por
¢l proceso de resiembra. Muchas de las bacterias heterotréficas
permanecen viables durante varias semanas o meses, en medios como el
agar nuiritive. Cuando se va a emplear este procedimiento para el
mantenimiento de una coleccién de cultivos, se deben tomar en cuenta tres

cosas antes de manejarlo: Determinar cuél es el medio de cultivo
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apropiade para el microorganmismo que se estudia, ia temperatura

apropiada para mantener los cultivos y el tiempo que se necesita para

hacer las resiembras (1).
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4, JUSTIFICACIONES

El diagnéstico mediante microbiologia clinica de patologias
infecciosas requiere muchas veces de la utilizacidn de cepas control de los
agentes etioldgicos de las mismas. Como consecuencia de lo anterior, la
preservacion de cepas de microorganismos de interés clinico constituye
una actividad importante y necesaria para la identificacién y
caracterizaciéon de los agentes infecciosos presentes en muestras de
iaboratorio.

Actualmente en Guatemala, no se cuenta con métodos factibles a nivel
de laboratorios clinicos convencionales para la preservacién de algunos
microorganismos de interés clinico, por lo cual se hace necesario
establecer el método de preservacion con mayor funcionalidad y
factibilidad a dicho nivel, evaluando su efe;:tividad en cuanto a viabilidad y
mantenimiento de las caracteristicas propias de cada cepa. Dicho método
debe tomar en cuenta para su implementacién y funcionamiento los costos
y el tiempo a invertirse, debido a que la mayoria de los disponibles hasta la
fecha a nivel internacional no se encuentran al alcance de cualquier
laboratorio. La introduccién de un método de preservacion, sencillo, de
bajo costo y efective permitird que estas cepas sean utilizadas en control
de calidad, en docencia, en investigacidon y de referencia en estudios
posteriores.



3. OBIETIVOS

5.1. Evaluar los métodos de preservacidn para Stregplococcus  spp,
Nersserria gonorrhoeae y Hacmophius mmffuenzac tomando en cuenta
el tiempo, calidad y costos del material a utilizar.

5.2. Establecer el mejor método de preservacidon de las cepas de
Streptococcus spp, Newsseria gonorsfocas  Hacmophins  mifucnzac
tomando en cuenta el tiempo, calidad y costos del material a utilizar.

5.3. Determinar la factibilidad de implementacidn a nivel de laboratorios
clinicos convencionales del método que se establezca como el més viable

a dicho nivel para cada una de las cepas ha estudiar.
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_ 6. HIPOTESIS _
Los mejores métodos de preservacion de las cepas de Strgofococcus spp,
Nersseria gonorrbacae y Haemoplhilus mlfluenzaeg  en nuestro medio

it son liofilizacién, nitrégeno liquido y sangre de carnero.
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7.1 Universo de Trabajo
7.1.1 Universo de estudio: Cepas de Sffepfococcus spp, V. gonorrfoeae
y A wmffuenzac.
7.1.2. Muestra: Una cepa de .5 mogernes (IN-871188).
Una cepa de .S agea/fzctize (IN-871377).
Una cepa de .5 pueumonize (IN-90583).
Una cepa de M gororrfiocae (aislada en Guatemala).
Una cepa de A snfuenzaze  (IN-90103).
7.2 Recursos o
7.2.1 Humanos
7.2.1.1 Investipador:
Br. Erick Obed Martinez Herrera.
7.2.1.2 Asesor:
Lic. Ingrid Tabarini Barrios

7.2.2 Fisicos

7.2.2.1 Equipo

Microscopio compuesto

Centrifuga

Mechero de Bunsen |

Campanas de flujo laminar
Congelador a 49C y -20°C
Incubadora a 379C

Estufa

Liofilizador

Autociave

Termo para conservar nitrogeno liquido.
7.2.2.2 Materiales

Gradillas para tubas de ensayo
Tubos de ensayo de 25 por 200 mm
Viales de vidrio

Cajas de Petn

Erlenmever

Porta y cubre objetos
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Asas bacteriolégicas
Pipetas serologicas de 1.5y 10 ml.

7.2.2.3 Reactivos
Sangre de carnero
- Aceite mineral
Leche descremada

Glicerol

7.2.2.4 Medios

Agar sangre de carnero
Apgar chocolate

Agar Thayer Martin
Sangre de carnero
Glicerol 1%

7.2.2.5 Cepas

aragenes (IN-871188)

gga/actiac (IN-B71377)

preumonge (IN-90583)
gonorrfiocac (aislada en Guatemala)
sntfuenzac (IN-90103)

Nkl b

e
—
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7.3 Metodologia:

7.3.1. Sujeto de e'stud.im

El estudio se realizd a partir de un cultivo de cada una de tas
siguientes cepas 5. prgeses (IN-871188), 5 agafactae (871377),
preumonsae (IN-90583), M. goworfhoese (aislada en Guatemala) y A
mvenzse (IN-90103).

7.3.2. Procediiiento general de trabajo:

Dichas cepas fueron resembradas en medios de sangre de carnero,
agar chocolate, agar sangre de carnero 5%, plicerol al 1% y sangre
achocolatada. ‘
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Seguidamente los medios resembrados o inoculados fueron
sometidos a los siguientes métodos de preservacién: liofilizacion,
nitrégeno liquido, sangre de carnero, aceite mineral leche descremada, y
resiembra periddica en medios frescos.

Posteriormente se evaluaron los siguientes aspectos:

Crecimiento en el medio

Reaccion a la coloracién deé Gram

Morfologia celular

Tipo de hemdlisis

7.3.3. Procedimientos especificos:
7.3.3.1 Liofilizacién

A partir de cultivos puros, inocular la bacteria en viales conteniendo
sangre de carnero y sangre achocolatada para que seguidamente sean
sumergidos en una mezcla de hielo seco y alcohol por 24 horas,
alcanzando asi una temperatura aproximadamente de -75%C. Conectar
los frascos a una linea de alto vacio por 24 horas. Al terminar el secado
sellar los frascos al vacio (1,16-23).
7.3.3.2 Nitrégeno liquido

Cultivar las bacterias en sus respectivos medios més un
crioprotector coma glicerol al 10% o leche descremada.

Tomar una gota de la suspension del microorganismo y colocarla en
un vial de vidrio.

Sumergir el vial en nitrégeno liquido.

Cuando la suspensidon se haya congelado, sellar el vial con mechero
Bunsen.

Congelar de -18 a -15 ©C (el método estid estandarizado para
congelar a -20 ©C; para los propdsitos de la presente tesis, se realizd el
cambio de tcmperaturé. como una maodificacién del método para adecuarlo
a condiciones de un laboraterio clinico convencional) (24,25).
7.3.3.3 Sangre de carnero

Inocular las cepas en estudio en agar sangre de carnero.

Incubar durante 18-24 horas, a una temperatura de 37 ©C, en
ambiente microaerofifico. '

Observar crecimiento y pureza en las cajas incubadas.

Sellar las cajas con parafilm.
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Refrigerar las cajas a una temperatura de 4-8 ©C (el método esta
estandarizado para refrigerar a 4 9C; para los propésitos de la presente
tesis, se realizd el cambio de temperatura como una medificacion del
método para adecuarlo a condiciones de un laboratorio clinico
convencional) (4,5).

Inocular las cepas en el agar v temperatura correspondientes a cada
microorganismo.

Tomar masivamente con un hisopo colonias del microorganismo.

Inocular las colonias aisladas en 2 ml. de sangre de carnero (4,5).

Refrigerar la sangre inoculada a una temperatura de 4-8 ©C (el
método esta estandarizado para congelaitr'lé ~70 ©C; para los propésitos de
la presente tesis, se realizd el cambio de temperatura como una
modificacion del método para adecuarlo a condiciones de un laboratorio
clinico convencional) (4,5).

7.3.3.4 Leche descremada

Preparar una suspensidn de leche descremada al 20%.

Agrepar leche en tubos de ensayo de 2 ml.

Esterilizar la leche en tubos a 1219C por 15 minutos.

Hacer una suspension de la bacteria previamente aislada.

Incubar durante 18-24 horas, a una temperatura de 37°C. -

Congelar la suspensidn de la bacteria a una temperatura de -18 a -15
oC (el método estd estandarizado para congelar a -70 ©C; para los
propésitos de la presente tesis, se realizé el cambio de temperatura come
una modificacién del método para adecuarlo a condiciones de un

laboratorio clinico convencional) (26,27).

7.3.3.5 Aceite mineral a temperatura ambiente

Preparar tubos con agar sangre de carnero para Strgplococcus
pragenes, Streplococcus  Zgalacliac 'y  SIreplococcus  pretimoniac
agar chocolate para Nersseria gonorrfiocae y Haemaplifus
minenzae todos con superficie inclinada.

" Esterilizar el aceite mineral a una temperatura de 1709C por una
hora.
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Obtener un cultivoe puro del microorganismo en la superficie
inclinada del agar respectivo.

Cuando se vea un buen crecimiento, agregar el aceite mineral estéril
cerca de 1 cm. sobre la superficie inclinada.

Almacenar los cultivos con aceite mineral a temperatura ambiente.

Transferir a medios de cultivo nuevos cada 1.5 meses (1,16)

7.3.3.6 Resiembra periddica en medios frescos

Inocular las cepas de Sirgofococcus spp,  Nersseria gonorrfoeas
y  Hacmaopldus wmffucnzac en agar sangre de carnero y chocolate.

Incubar las cepas de 24-48 horas, a una temperatura de 37°C en
microaerofilia.

Sellar las cajas con parafiim.

Refrigerar a 4-89C.

‘Resembrar en medios nuevos (1).

7.4. Disefio Experimental:

Se usé un disefio de bloques al azar para cada uno de los aspectos a
evaluar; para ésto se les atribuyd un valor arbitrario de 0-4 al crecimiento
en el medio, de 0-1 al tipo de hemdlisis, a la reaccidon de coloracion de
Gram y a la morfologia celular. Los tratamientos comparados fueron los 6
métodos de preservacion de las cepas y los blogues estuvieron
constituidos por cada repeticion de cada una de las tres cepas de
Streprococets  spp, una de N goworrfoeae y una de & iflvenzae
siendo 15 el total de bloques formados (5 cepas bacterianas x 3
repeticiones cada una = 15, las cuales fueron establecidas por
conveniencia). |
Se realizaron lecturas de los aspectos mencionados a los 1.5, 3,45y 6
meses. | | '

7.4.1. Evaluacion de la calidad de los métodos de preservacion:

Para cada tiempo de lectura se plantearon las hipdtesis estadisticas
de prueba: | ' '

Ho: Todos los tratamientos para la preservacion de Singriococcus  spp,
N. gonorrhoeze 'y H. influenzae presentan los mismos resultados a los
X meses de sembrados.
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Ha: Al menos un tratamiento es diferente a los demés a los X meses de
sembrados.

Donde X= 1.5, 3, 4.5 v 6 meses.

7.4.1.1. Prueba de Friedman:

El analisis estadistico para la evaluacidn del crecimiento en el medio

se realizé por medio de la prueba de Friedman. Para dicha prueba se

definid:

2
Ir = Estadistica de pruebsa de F_rledman

. | 2 % (Ri)
d N{k)}(k+1)

- 3 (N){k+1)

N= nimero de bloques = 15

k= niimero de tratamientos= 6

Rj= suma de rangos para ¢l tratamiento j.

o, = 0.05

p= probabilidad de observar un valor tan grande cdmeo la estadistica de
prucba como ¢onsccuencia Gnicamente del azar,

Decisidon: La hipotesis nula se rechazd cuandeo p< O

Cuando la Ho fue rechazada, se realizaron comparaciones pareadas
entre el grupo control (liofilizacién=Ry ) y cada uno de los tratamientos

(R;), conforme al modelo propuesto por Siegel (29-31), definiendose:

Diferencia N{)(k+1)
~ critica q(ﬂsk"”V 8
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comparandose la misma con la diferencia {Ry - Rj|. Cuando |[Ry - Rj| resul-

16 ser mayor que la diferencia critica, se considerd gue los tratamientos
eran estadisticamente diferentes.

7.4.1.2. Prueba de Cochran: , _

El analisis estadistico para el tipo de hemélisis, la reaccién a la
coloracién de Gram y morfologia celular que tienen una respuesta de tipo
binomial, fue la prucba de Cochran, definiéndose:

Q= Estaditica de prueba de Cochran

k(k-1) T (Gj-G)
Q. - . -1

kP Li-PLi?

=% i=1

N= niunero de blogues = 15
k= niimero de tratamientos= 6
Gj= ntmero total de "éxitos” por tratamicnto.
G = media de G
Li= numero total de "éxitos” por bloque.
oL = 0.05 .
p= probabilidad ‘de observar un valor tan grande cémo la estadistica de
prueba como consecuencia Gnicamente del azar.
Decisién: La hipotesis nula se rechazé cuando p< Ol

Cuando la Ho fue rechazada, se recalizaron comparaciones parcadas
entre el grupo control (liofilizacién) y cada unc de los tratamientos. Para
el caso de respuestas de tipo binomial, la comparacién entre el control y
Hidi Arstamiemo s¢ reulizd conforme a la prucba de signos (3’2'),.
definiéndose, para un O = 0.03: |

A = Xi (liofilizacién) - Xi(tratamiento a probar)

u = frecuencia de valores de A = 0.
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k = niimero de signos asociados con la regién de rechazo, en este caso ei

No. de signos (+) observados experimentalmenie (valores A >0

obacrvados realmentc)

y = frecuencia de valores de A < 0 (frecuencia de signos -)

n = tamaiio efectivo de la muesira, es decir los valores de A diferentes de

0 (k+y}
P(k < x | n, p) = probabilidad de observar "Xx" o un menor nimero de

" !!

signos {-) cuando se da una muestra de tamafio n y un valor de acorde
a una Ho verdadera.

p = 0.5 cuando la Ho es verdadera.
g = (1-p}

Se evalida:
P(k< xf n.p) "m ( E) p“q™

Decisidon: La Ho se rechaza cuando P(k < x{n, p) < U

7.4.2. Evaluacién de costos y tiempo a invertir en la unplementacmn y
funcionamiento de los métodos de preservacidn:

Se estimaron costos y tiempos para los métodos que mostraron
respuestas adecuadas en lo concerniente a los parametros de calidad
evaluados.

Estos aspectos fueron evaluados mediante diagramas PERT
simplificados y estadistica descriptiva, tomando en cuenta los resultados
obtenidos en las evaluaciones de la calidad en funcién del tiempo (ver
inciso anterior). Se estimaron costos y tiempos de realizacién de tareas
para alcanzar puntos finales eéquivalentes para cada tratamiento y de esta
forma compararlos mediante graficos de costo-tiempo (33).




8.1.1 Crecimiento en el medio

8. RESULTADOS
8.1 Evaluacion de la calidad de los métodos de preservacion.

Tabhla Ne. {
Crecimienio en el medio {valores experimentales) 1.5 meses
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BLOQUE
{Bacteria-No. repeticion)

Liofitizacién

{Control)

Nitrégeno

liquido

Sangre
te
Carnero

Aceite

mineral

Lache

descremads

Resiembra
periddica en
medios

frascos

Steeptococcus mnes—regetlcidn 1
Slieptocercys p_g%nes-regetlciﬂn 2

Streptococcus pyogenss-repeticion 3

Streptococcys agafactize-rapeticiin 1

Streplococcus agalactise-repeticion 2

. Streptococcus agatectise-repeticion 3

St@!oooccus preumoniae-repeticion 1

Streptococcys preymoniae-rapaticion 2

Streptococcus preumoniae-repeticlon 3

Neisserfa gonorrhoeae-tepeticion 1

Neisseria gohorrhogas-repeticién 2

Aeisseria gonorrhoegerepetigitn 3

Heemophilys influenzee-repeticidn 1

Haemophilus inflvenzae-iapeticitn 2

- N NI IR E I E RS R
Sl Bl 2] ] A A A A AR AR AR A
| Wl W] O] O] O] N Y R W W] W G ] W
o] o] o] o] o O] ©Of O] ©f ] W] ] W] W] W
Ml Wl Wl of o] ©Of O O] Of W W] W] N W W

Haemophilus influenzae-tepeticion 3

! Ponderacién: _

0 = ning(n crecimiento
1 = poco crecimiento

2 = repular crecimiento
3 = mucho crecimiento

4 = abundante crecimiento.




Tabla No. 2

Cracimiento en el medio (valores experimentales) 3 meses
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BLOQUE
{Bacteria-No. repeticlon)

Lipfilizecion

{Control)

Nitrégeno
liquido

Sangre
de

Carnero

Aceilte

mineral

Leche

descremada

Resiembra
periddica an
medips
frascos

‘ Streggococcus aggenes—repeliclﬁn 1

Stﬂococcus gz%nes-regeticiﬁn 2

Streptococcys enestepeticién 3

Streptococcls ggefacﬂae»repetlclﬁn 1

Slieptococcys aga!acﬁae-regeilclﬁn 2

SfmﬂOCOCCHS gga!ecﬂa&rspatlclon 3

Streptococcus Eﬂ:_moniee-;epéllcldn 1

Stieplococcys gneumonxa&fegaucian 2

Streptoceccys prepmonige-repaticion 3

Nelsseria gonormoeaﬂapeﬂclon 1

Neisseria ggnorrhoeae—regellcmn 2

Neissena gonormoeae-renetlcldn 3

Haemophitus influenzae-repaticion 1

Hagmophis Inflienzae-repaticion 2

Hegmaphilus Infiuenzae-repeticion 3

N N N A N N I R EIAE I E]

] w| o] w| w] ] ] i w] o] W] wl ] e w

o] o] o] o] ] O] O] O] O] W] W) W] M| Wi W

O] O] D O] O] O] O] Qf O] W N WL =] NN

Of Of O] of O] Of O] O] O] W[ W] W] O} O] O

O]l o] O] O] O O] Of Of Of N N | O] O O

Ponderacion:

0 = ning(n crecimiento

1 = poco crecimiento

2 = regular crecimiento

3 = mucho crecimiento

4 = abundante crecimiento.

| PROPEDAD BF L4 UNWERSIDAD DF SAY CARLOS OF GUATEMALA 1

! Biontioteca

Lenltlral

o
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Tabla No. 3
Cracimienio #n ol medio (valores sxperimentales) 4.5 meses
BLOQUE Liofizecion | Nitrogeno | Sangre | Aceite Leche | Resiembra
{Bacterla-No. repetlicién) de _ pariddica an
{Controly | -liquido | Carnero | mineral j descremada | medios
fiascos

Stieptococcus pyogenes-repeticisn 1 4 3 2 0 0 0
| Steptococous pyogenes tepetiin2 4 2 2 0 0 0
| streptococeus pyogenes sepeicion 3 4 2 | 0 0 0
Streptococcus agafactiae-epeticion 1 4 3 2 0 2 0
| Streptococcus agsiectias repelcion 2 4 3 2 0 2 0
' wmﬁi&&repeﬂclma 4 2 2 0 2 0
i) ' aerepeli 4 3 0 0 0 0

s |_Streptococcya pneumoniae-repaticion 1
i : |_Streptococcys pneumoniag-ispeticion 2 4 2 0 0 0 0
| Streptococcus preumonies-lepeticion 3 4 2 0 0 0 0
| Nsisseria gonomhosae-iepaticion 1 4 3 0 0 0 0
Nejsseria gonoirhoesg-repeticion 2 4 2 0 -0 0 0
| 4 2 0 0 0 0

| Neisseria gonorrhoese-1apeticion 3

‘ i Heomophilus influenzae-repeticion 1 4 3 0 0 0 ]
‘ Haemophilys influenzae-apeticion 2 4 2 0 0 0 0
Haemophitus infivenzae repeticion 3 4 3 0 0 0 0

Ponderacidn:
0 = ningin crecimiento
1 = poco crecimiento
‘ \! 2 = regular crecimiento
3 = mucho crecimiento

4 = abundante crecimiento.

S — - - —



Tabla No. 4

Crecimiento en ¢l medio (valores experimentales)

§ meses

29

BLOQUE

(Bacteria-No. repeticion)

Nitrégeno | Sanpre
de

Carnaro

Linfilizacién

{Controb) Heuida

Aceite

mineral

Leche

dascremedn

Resiembra
parigdica &n
medios

frascos

Streplococtys g_u;ggsnes—re,pellcmn ]

Streptococcus engs-repeticion 2

Streplococtis gggenas-repellclbn 3

Steplococcls agaa’ecuae-repeticlén 1

Streplococciis sgalactise.rspeticidn 2

1 Strs@ocmaus age!acr.feerepellcian 3

Stieplococcys praumoniae-repeticion

Streptocaccis @eumon!ae—ragallclan 2

Stmgroccccus gneunwniae—regetlclén 3

Ll Nelsseria gonorthogae-Tepeticion 1

Nolssena gonorrhaeas«epe!lcmn 2

Neisserla gonormoeee-rapetlclcm 3

Haemophilus influenzae-repeticitn 1

Haemophifig infhienzee-repeticion 2

ol col o] cof cof wf wof wi wf & &l ] & ] o
pot =] rol =f =) =f ol ol o] rof = wf ref R
of of of ol of o] o of of =] =§ el = =
o o o] of o] o] o] o] o] o] o] o o o o
ol al o] o] o] of o] o o] =} =] ] o] o1 O
ol ol o] ol of of of of o] o] o] o] of o] ©

Haamm.in mﬂuanzeeurngenclﬁn <]

Ponderacion:
0 = ningln crecimiento
1 = poco crecimiento
2 = regular crecimiento
3 = mucho crecimiento

4 = abundante crecimiento.
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8.1.2. Tipo de hemolisis

Tabla No. 5
Tipo de hemolisis {valores experimentales) 1.5 meses

BLOQUE Unfieacion | Nirégeno | Sangre de Aceita leche Restsmbta

- (Bacteria-No. repeticion) Camero peiiticn on
o ) ' {Contral Hfquido HEETEH descimeda | medios frenoos

Slregtococcus Exggenes—repeticiﬂn 1

Stregmcoccus Ez%nes-regeticién 2

Sl@!ococcus Exagenes—repeticidn 3

S{reﬁococ:cus Esaiactiae-reaeliciﬁn 1

i Streerococcus agafacﬁae—rngetiniﬁn 2

Streplococcys a&a!ﬂcﬁ&e—regeticiﬁn 2

Sm_eglococcua pheumoniae-repeticion 1

S!regococcus gneumoniae-regeli:iﬂn 2

Streetococcus gneumom'ae\-fepelici tn 3

Neisseria @norrhoeae-regetii:ién 1

Aeissena ggnon'l‘raeaeuregeti:iﬁn 2

Nelsseria gonarrhoeae—regaﬁ:iﬁu 2

Heemophilus infivenzae-repeticidn 1
J

ez | Haemophilus influenzae.repetician 2

Haem%hﬂus infiuenzae-repeticidn 3

oloclojalajo]lolaja] Of O O O Q] Ql O
oslalojulolfal o ol ol @] O] Cf O @ O] ©
wl o o of =] =] =] C] O] Q) O] O] Q] O] O] &«

@-—‘-*—‘--*-—‘-—"—"-‘—*—"OQGOCO

@_\...;_L_s_k—a_a_amaommooo

e ol o] al =] =} =] =] =] =] <] «f of O] O] «

Total

Ponderacion;
: 0 = hemélisis representativa
St 1 = hem#dlisis no representativa
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Tabla No. 6
Tipo de hemdlisis (valores experimentales} 3 meses

Replembrm

BLOQUE Loiizacn | Miégeno | Sanprede §  Aceite
: paiddion en

(Bacterla-No. repeticlén) Camero
(Conlron liguldo mineral

§ ;
3
]
;

Streptecoccls ﬁggenes-repetlcion 1

Stregmcoeeua agggne&regeticién 2

-Sqﬂococeus Ezmsnes-fepetlclon 3

| Streptococcus gﬁ!ecﬁaerepetlcitﬁn 1

Streptococcys agalactige-iepeticion 2

Streptococcus egg!acﬁa&repeﬂcidn 3

-] @A SO} O] =] =] =~
-1 ol o] of =]} =] -

5 | |_Streptocoreys pneuroniae-repeticlon 1

| 3 Streptoceceys pneumoniae-repeticion 2

SHEROCOsCUS phelmonias-repeticlon 3

Nelaseria goxmnhoea_gurepe!icién 1

Nelsseria gonorheege-repeticion 2

Neisseria whoeae—regellciﬁn 3

Haewmus influenzae-repeticion 1

Heemophilua influenzac-repeticion 2

Haemogm‘!ua infiyenzae-rapeticion 3

clolololojolo]oljo]jolo]o|o]jojojo
w] =] =] =] =] =] =] =] =] =] @] o o] O] O] ©
wf =l =] =] 2] =] =]l o|olo]olo]o

M.—I-A-ﬂ-—‘h-—i—l.ﬂ-—h

N.—L—hgﬂ.-—'&.—l.u&-ﬂ-—l-

=
=9

Total

Ponderacion:
0 = hem©dlisis representativa
1 = hemélisis no representativa




Tabla No. 7

Tipo de hemdlisls (vatores experimentales) 4.5 meses

32

BLOQUE
{Bacteria-No. repeticién)

Licfiiencisn

{Caoniral)

Nitrégenco

llquldo

Sangre de
Carnero

Aceite

minerat

{echa

descrnmoda

pedddion en
medios feecos

SIFG&OCOCC!}S g:genes—repetlcidn 1

Streptococcus pyogenes-repeticidn 2

Streptoceccys pyegenesiepeticln 3

Stroptacoccus agalactiae-repeticion 1

i Streptococcus aga!acn'ae-reeeticlﬁn 2

Sfrﬂococeus ﬂ. aiactiae-repeticidn 3

Shreptococcuys preyronize-repeticion 1

Strepiococcus pneymonige-repeticién 2

Streptococcus pheumoniae-tepeticion 3

Neiaseria gonorrhoeae-repeticion 1

Neissetia gonoithoeae-repeticion 2

Meiaserie gonorrfioeac-rapeticion 3

Haemophitus inffuenzag-repeticlon i

HGGMMNS intivehzae-repeticion ?l

Hasmophilus a‘nﬂuenzae—reaeﬂcmn 3

= i i i — — - i - — — — e —

Total

o] o]l o]l o o of o of ol o] <] O] o O] O ©

o|lo| ol ool o] o] o D] O] O O] @ Of O O

O =] waf ] ] ] al @] 2 2] o] of Of Of O] &

] =] =] = 2] 2] af a] 2 Al ] A A Sy =] -

—

1
1
1
0
0
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2

1

-
4]

Ponderacidn:

0 = hemolisis representativa
1 = hemdlisis no representativa
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| Tabla No. 8
' Tipo de hemdlisis (valores experimentales) 6 meses

BLOQUE Liotactn | Nirdgeno | Sangrs de Aceits Loche Restombra

{Bacterla-No. repeticlén) ‘ Camaro peddionen
{Controh Hquido mineral descremadn | madion fencos

Stiepioceccls Eyogenes-repeucmn 1

L Streplococcys exgenes—regeilciﬂn 2

SINE!OC‘OECUS pyogenes-1epelicidn 3

| Streplococrus agalactiae-repeticion )

- | Streptococcus agalactise-tepeticion 2

Streptococcus ega!sctiae-regeticiﬁn 3

i Streptococcys pheumoniae-rapeticion 1

| Streptococcus prevmoniae-repetician 2

E:-T."GE‘!OCDC‘C&S pheumoniae-iepsticion 3

Neisseria gonwrhoeae—repellcmn 1

Nelsaeria gonormoeae—repallclnn 2

Neisseria whoeee—regaﬂciﬁn 3

Heemmmfus infiuenzee-rapeticion

} Haemhﬁ.fus influenzae-repeticlin 2

al ol At Al A af ] el Al =] af =] =} =] =~
- a2 ) A ] =] A A 2l Ol Of O] &) =] -
—y el Al o i = ] ] A ] A 2] ) -

Haemophiie Inflienzae-tepsficidn 3

of o O] of ©f o] of o] O] ©] Of O O] ] @] O
Q_x.;s_\_x.-s_;_.x_a._a.oooooo

o] o] o] of of of Of o o] of O] O] o] Of O] ©

-
o
e
n
-l
=]

Total

Ponderacién:
0 = hemédlisis representativa
1 = hemdlisis no representativa
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8.1.3, Reaccion a la coloracion de Gram

Reaccion a la colo

Tahia No. 9
rgcion de Gram {valores experimentales) 1.5 meses

34

BLOQUE
(Bacteria-No, repeticion)

Linizecibn

(Cuntrgn

Nitrégeno

iiguido -

Sangra de
Carnero

Acsite

minetral

tocha

descramada

| Streptococcus preumonise.epeticitn 2

Streplococcys Ezg‘genes-regeli:mn 1

I

Streptocecous res-repetician 2

Srreefoeaccus Ezﬂenes-regeticiﬁn 3

S!reemcoecu.s ﬂalnﬂtl’ae—rcgeﬁciﬁn 1

Stregmcoccus nﬂafacme-rea:ti:idn 2

Strfgmcot*cus ﬂal&eﬁae—regzticiﬁn 2

Szr&_amcaccus Em:umomhe-r:peticiﬁn 1

Streptecoccus Eneumom‘ae-repeii:iﬁn 3

Neisseria @norrhoeae—regettciﬁn 1

Neissenia Egnorrhoeae—regeticiﬁn 2

Neissens gonorrhoeae-regelicilﬁn 3

Haemoghifus Infiuenzee repeticidn 1

Haem%hifus influenzae-regeticiﬁn 2

Haemoghﬁus fnfa’uenzae—regeiiciﬁn 3

Total

ololclaolojojojalcia]Qo| ool o] ©

I =1 E=] K=l K=] E~] E=] K=] K=] E=] K= K=l =l K=l =] =

wl ol o] ] -] =] ] o] & O] Q] Cf Q] O] @] <«

ol al sl sl w]l =]l ~jaoalo]alo]lo] o

Q..\._\._\.._;..a._\._\._m.-i-oOQOOOI

alalolal ==l =l=l=]~colc]lecloo}a

Ponderacién:

0 = reaccidn represe

ntativa

1 = reaccidn no represcntativa




Tabla No. 10

Reaccién a la coloracién de Gram (valores axperimentales) 3 meses

35

BLOQUE
(Bacterla-No. repeticion)

Lolizzcion

(Contral)

Nitrégeno

liguido

Sangra da
Camsro

Acsite

__mineral

Leche

Reitmb i
pa fiddion sn

descrsmadn mbdics Treeo0n

SIEPIOCOCCS pyodenas-rapeticion 1

Streptococcus pyogenes-repeticlon 2

‘ S!reptococcus Ayggenestapeaticion 3

Streptococcus agafackise-repeticion 1

S!FEEfOCOCCUS aga!acn'ae-regellclan 2

Streptococcys ggaﬁacliee-regeﬂciﬁn 3

Streptococcus pneumonias-repaticion 1

Stregiococcus gneumonﬁae-regel!clon 2

Sfmpzomccua phoumoniae-repeticidn 3

Neisseria gonorrhocese-rapeticion 1

Nelsaena EO.'?OFMOEQG-I'BEBI!G!OR 2

Neiaseris ggnonhoeae—rsgeticlﬁn 3

Heem_oehm.'s intiuenzae-repeticion 1

Heemophilus influenzae-repeticion 2

Haemophitus infhienzae-repeticion 3

Sl o] O] O] ] O] Of O] O] O D] Of Of O] O] O
| O Of Of O] O Of O S| S O Of o @ Of O
o) ] =] =] =] =] =] =] =] =] O O O] O] O] @
o ] ] ] =] 2] 2] =] =] 2o O] O OO O
| = =] =21 =] =] &1 =] =] =] @ O] O] =] =] =
| =f =] =] =] =) =] ] 2] O ) Q) =) =] =

-k

Total

Ponderacion:
0 = reaccidn representativa
1 = reaccidn no representativa




Tabla No. 12

Reaccion a la coloracion de Gram {valores experimentales) & meses

37

BLOQUE
(Bacterla-No. repeticion)

LicHilzackn

{Conirol

Nitrbgeno

Jiguido

Sangre de
Carmnam

Acsite

[minsal

Lsche

denoemada

Revlembin
potditca sn
misdfion fresces

Strepltococcus pyogenes-repsticion 1

Shmtococcus pyogenes-repeticién 2

SZFG&OCOCC'!JS EY oger.hes—repellcmn 3

3t PE‘EMCOCCI}S aga.facuae repeticion 1

SH’I?E!OCOCCUS agae‘acﬂaeregetlcmn 2

Streploceccus agalactae-repeticicn 3

Streptococcis prevmoniae-repaticidn 1

Streptocoocis pheumoniae-rapaticion 2

Steplococcus pheymeontae-repeticion 3

Neissena gonorhoeae-repeticién 1

Nelssena EOHOH‘!?O&'&&-I‘BEEI!CMI’I 2

Mejsseria gonorrhoege-repeticién 3

Haemﬁm'rus influenzae-repeticion 1

Haemophilus influenzae-repsatleidn 2

Hasmophiys nflienzas-rapalicion 3

Total

ol ol oo o O Of O] Of O] O] O Q) Ol ©

ol o] o of o] o O] O] O] Of O] O] O] O] O] O
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Ponderacion:

0 = reaccion representativa
1 = reaccidn no representativa




8.1.4. Morfologia celular:

Morfologja cejular (vg!ores experi

BLOQUE
{Bacteria-No. repeticion)

L iptitzackn

{Cnmmﬂ

Tabla No, 13

mentales) 1.5 meses

38

Nitrogena

l(ulﬁu

Sangre ds
Camern

Aceila

mingral
M

descramad

. Sf@lococcua ggaiacﬁae—r:g:liciﬁn 2

Streptococeys Emene&repeticiﬁn 1

Reslemhm
padiicaen

medioe {msoos

0

Suegloeoceus ggggenes-regeliciﬁn 2

Sfregococcus ﬁ%ne&rugeticidn |

S!regmcaceu.s agufach‘ae-regeticiﬁn A

Slreﬂoconaua aﬁafactfue-regeti:iﬁn 2

Sr@lococcus gneumomba-reg:!icidn 1

Stregwcoccus gneumoniae—rege;i:ién 2

Srreglocaccua Eneumoniae-regeti:lﬁn 2

Neissens ggnonhceas-r:geliciﬁn i

Neizssna gonorrhaeae-rugeli:iﬂn 2

geiasen'u gononhaeae-;egetitiﬁn 3

Haemogha’fus influenzae-repeticion i

Haemh#us inﬂuenzae-regeliciﬁn 2

Haem@ﬂus inﬁuenzae-regeticiﬁn 3

Total

olalolaolaloiolojojojc] a e o ] e

oclolololaololofclo] o)) o ¢ OfC

wlololal ] -=l=lcoclalalolcije]cfc]e
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Ponderacidn:

0 = morfologia representativa
1 = morfologia no representativa



Tabla No. 14

Morfologla celular (valores experimentales) 3 meses

39

BLOQUE
(Bacterla-No. repeticlon)

{ittracion

* |_streptococcus pyogenes-repeticion 1

{Coniro) liquido

Nitrdgeno

Sangre de
Camarg

Acaite

minaral

Leche

descremads

Roulernbin
ponddica en

medos hescos

Streptococcls oyogenestepeticion 2

SIFEEIOCOCCUS pyogenest apeticién 3

Streptococcys egaﬁacria&repellciﬂn i

Stmgococcus &g&f&CNGG-I'BEEﬂCiGn 2

Streptococcuys qgafactiae-repeticiﬁn 3

»

Streptococcus preurioniae-repeticion 1

Streptococcus preumonine-ie petician 2

SNEE?GCOCCUS prelmonige-rapeticion 3

Nejsseria gonorrhoeae-epeticion 1

Nelagera gonormaea&rageziclon 2

Neisseria gonoirhoege-repsticion 3

Heemogmma infiienzas-repeticion 1

Haemophilus infivenzae-repsiicion 2

H&GMOLJN.QJS ntiuenzae-repeicidn 3

Total

ol o]l o] Of Of 0 O] O O] ©f O] Of O] O] O] O

el o] O] O] o] O] Ol O] O O] Of @] O O] O] ©
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Ponderacidn:

0 = morfologia representativa
1 = morfologia no representativa

T
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Tabla No. 15 ‘
Morfologla celular (valores exggrimentales) 4.5 meses

~ BLOQUE Licftizacin Mitrégeno Seangre de Aceite Lecko Reternhm

(Bacteria-No. repeticién) Camarm poiddic en
(Controly llquldo mingral descmmodn | medios frescos

Streptococcus pyogenes-fepaticion 1

Streptococcils Egggenes-repeticién 2

Streptococcys pyogenestepeticion 3

Sfa‘ﬂococcaa ega!ecﬁaerepe!iclon 1

1
1
1
1
1

e |_Streptococcus agafectige-rapeticion 2

Stieptococcys agalactise-epelicion 3

Streptococcus preumoniae-repeticion |

Streglococcus gneumom‘aeregetlclﬁn 2

Streptococcus preumonige-igpeticion 3

Neisseﬂe.gonormoeae-repetlcidn 1

Nelsserfa gonormoeae—regeticién 2

Neiaseria gonoirhoeag-repeticion 3

Haemophifus influenzae-repeticlsn 1

Haermophilya influenzae-repeticldn 2

.A-L—b—\—&-h—&—\-—\—\-&aﬂ-—\&-ﬂ-

Haemggm‘ms infiyenzae-rapaticion 3

al ol ol o] o o of o]l of o O] O O] O O] ©
ol ol ol ol o] o] ol o] o o] o] O O] V] O] 2
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1
1
1
1
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1
1
1
1
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1
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e
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Totai

2 1 Fonderacién:
0 = morfologia representativa
1 = morfologia no representativa




Tabla No. 16

Morfologta celular (valores experimentales) 6 meses

41

BLOQUE
(Bacterla-No. repeticion)

Liofitzacién

(Contiod)

Nitrogeno

liguldo

Sangre de
Camero

Aceite

mineral

Leche

devcromadia

Resiembra
poidition en
madice frescs

Sh“EE!OCOCCMS pyogeneg-repeticlon 1

Snve!ocaccus gggene&regeﬂciﬁn 2

S!FﬂﬂOCOCCH& Exyenes-repetlmon 3

|_Streptococcus agalactige-repeticion 1

|_Streptococeys agafactiae-repeticion 2

Sheptococcls ageiactise-repeticion 3

Streptoroccus prevmonias-ippeticion 1

] ] A ) ) =] -

] O O D] =] =} =

il =nl =] e ] ] -

Streplococcys pheumoniad-repelicion 2

Streplococous premonige-repeticion 3

| Neisseria gonorrhoeae-repeticion 1

Melsseria gonomoeae—regeticlan 2

Meissetia gonoirhoeae-repaticion 3

Haemophiiug influenzae-repeticion 1

Heemgghiﬁus influenzae-repeticién 2

Haemophifs influenzae-repsticion 3

Total

QOOODODOOOODOQOO
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Ponderacion:

0 = morfologia representativa
1 = morfologia no representativa
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Tabla No. 17 -
Resumen de estadistica de prueba para crecimiento en el medio!

Ho: Todos los tratamientos son iguales
H1: Al menos uno de los métodos de preservacion difiere significativamente de los
demas

Tiempo de lectura: 1.5 meses

Para la estadistica de prueba de Friedman, p < o, por lo que Ho se rechaza

Comparaclones de cada tratamiento contra el controi

Diferencias de rangos comparadas con la diferencia critica

Comparacion IR, -Rjl Diferencia Decision
clitica
Liofilizacion-Nitrogeno liquido 0.00} <! 2572] Hono serechaza
Liofilizacion-Sangre de Carnero 3600} > | 26.72 Ho se rechaza
Liofilizacidn-Aceite mineral 48501 > | 2572 Ho se rechaza
Liofilizacion-Leche descremada 50501 > | 25.72 Ho se rechaza
Liofiliz acién-Raciombra petiddica en medios frascos 4500 » | 2672 Ho se rechaza

Tlempo de lectura: 3 meses

Para la estadistica de prueba de Friedman, p < o, por lo que Ho se rechaza

Comparaciones de cada tratamiento contra e} control

Diferencias de rangos comparadas con la diferencia critica

Comparacion IR -R;l Ditatsncia Decision
cHiica
Liofilizacién-Nitrégeno liquido 20.00| < | 25.72| Hono se rechaza
Liofilizacion-Sangre de Camern 4350 | > | 2572 Ho se rechaza
Liofitizacidn-Aceite mineral 5000{>| 2572 Ho se rechaza
Liofilizacion-Leche descremada 5200 > | 2672 Ho se rechaza
LioMZacion- Resletama perodica en medlos Tescos 5950 = | 20.72 Ho se rechaza

1 Para mayor rigor estadistoc ver Anexo No. 1, pag. 69
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Tabla No. 18
Resumen de estadistica de prueba para crecimiento en el medio

Ho: Todos los tratamientos son Iguales
H1i: Al menos uno de los métodos de preservacion difiere significativamente de los
demas -

Tiempo de lectura: 4.5 meses

Para la estadistica de prueba de Friedman, p < «, por lo que Ho se rechaza

Comparaclones de cada tratamlento contra el control

Diferencias de rangos comparadas con {a diferencia critica

Comparacion IRL-Rj] Difarancia Decision
critica
Liofilizacion-Nitrdgeno liquido 1650 < | 25.72| Ho nho se rechaza
Lioﬁlizacién—Sangre de Carnero 4400 > | 256,72 Ho se rechaza
Liofilizacidn-Aceite mineral 57.00| > | 26.72 Ho se rechaza
Liofilizacidn-Leche descremada 5050 | > | 26.72 Ho se rechaza
Liofiz acian-Resismbra psriddica en madios frascos 57.00] > | 256,72 Ho se rechaza

Tlempo de lectura: 6 meses

Para la estadistica de prueba de Friedman, p < «, por lo que Ho se rechaza

Comparaclones de cada tratamlento contra el control

Diferencias de rangos comparadas con la diferencia critica

Comparacion IR Ryl Difarncia Decision
ciitica
Liuﬁlizacién—Nitrggeno liquido 1650 | < 25.75 Ho no se rechaza
Liofilizacion-Sangre de Carhero 4400 | > | 25,72 Ho se rechaza
Liofilizacidn-Aceite mineral 57.00| > | 2b6.72 Ho se rechaza
Liofilizacion-Leche descremada 5050| > | 25.72 Ho se rechaza
LiofiiZaclon-Ragiembra periddica en madios 188cos 57.00) = | 25.72 Ho se rechaza




Tabla No. 18

Resumen de estadistica de prueba para Tipo de hemolisis,

reacclén a la coloraclon de Gram y morfologla celular

Ho: Todos los tratamientos son iguales
H1: Al menos uno de los métodos de preservacion difiere significativamente de los

demés
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Tiempo de lectura: 1.5 meses

Para la estadistica de prueba de Cochran, p < o, por lo que Ho se rechaza

Comparaclones de cada tratamiento contra el control

Prueba del signo, estimacion de ru<xinp

COMPARACION uj|n k|l p i q |rusxinp o DECISION
Lisfilzacion-Nirageno liquids 15 01 0j05]105| 1.000 >|0.05Honoserechaza
Liofiizacién-Sangre de Carnero 121 3 0]05)05 0.125 | » | 0.05 } Hono se rechaza
Liofllizaclsn-Acslte Mineral 61 9] 0(05]05{ 0.002| <} 0.05]|Ho serechaza
Lifilzaclon-Leche descremada | ©| 3] 0(0-5]05] 0.002 <| 0.05] Ho se rechaza
Lioflizaclén-Feslernbra peritdlca | 91 61 005105 0.015 | <| 0.05 | Ho se rechaza

en madios frescos

Tiempo de lectura: 3.0 meses

Para la estadistica de prueba de Cochran, p < ¢, por lo que Ho se rechaza

Comparaclones de cada tratamiento contra el control

Prueba del signo, estimacion de_re<xin s

DECISION

- COMPARACION uln!ltkip| q|rxsxing o
Lioflizacién-Nitrégenc liquido 151 0] 0]05[05] 1.0000 | > | 0.05 | Honoserechaza
Licfiilzacidn-Sangrs de Carnero 6 9 0105)0.5 0.0020 | <| 0.05 | Ho se rechaza
Licfizaclén-Acsite Mineral 6| 9f 0105]05] 0.0020| <|0.05] Ho se rechaza
Lioflizacidn-Leche descremada 3] 12 0105705 0.0002 | < | 0.05 Ho se rechaza
LleMizaclén-Reslembra paribdica 3] 12 0105|105 0.0002] <| 0.05]| Ho se rechaza
en medios frescos
T E -
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Tabla Ne. 20

Resumen de estadistica de prueba para Tipo de hemdlisis,

reaccién a la coloracién de Gram y morfologia celular

Ho: Todos los tratamientos son iguales
H1: Al menos uno de los métodos de preservacion difiere significativamente de los

demas
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Tlempo de lectura: 4.5 meses

Para la estadistica de prueba de Cochran, p < «, por lo que Ho se rechaza

Comparaclones de cada tratamlento contra el control

Prugba del signo, gstimacion de pwzxinp

COMPARACION - u|n)k|p|q|rPksxing o DECISION
Liotiizacién-Nirsgano liquido 15{ 0} 0]0.5)0.5]1.00000] > 0.05 | Honose rechaza
| Liofiiizaclén-Sangre de Carnsro 6 o 070.5[0.5]0.00200 | > | 0.05 | Hono se rechaza
Liclliizaclén-Acelte Mineral 0] 15 0105)0.5} 0.00003 | <| 0.05| Ho se rechaza
Llofilzacion-Leche descremada 3] 12 0]0.5(0.5] 0.00020 | <| 0.05 | Ho se rechaza
Liofilzacién-Reslembra perisdica | 0| 16] 005} 0.5| 0.00003} < | 0.05{ Ho se rechaza
an medios frescos

Tiempo de lectura: 6.0 meses

Para la estadistica de prueba de Cochran, p < &, por lo que Ho se rechaza

Comparaclones de cada tratamlento contra el control

Prueba del signo. estimacion de rx 23 {n, p)

COMPARACION uln|k|p|aq]|rexinp o DECISION
LicHiizacién-Nirégeno liouido 161 0f 010605} 1.00000 >| 0.06 | Hone ae rechaza
Lloflizacién-Sangre de Camero 61 9 0{05}0.5] 0.00200 ""- 0.05{ Ho se rechaza
Llofilzaclén-Acalts Mineral 0] 15 010.5]0.5] 0.00003 | < 0.05] Ho se rechaza |
Lcflizacksn-Leche descremada | 3] 12] 0]0.5]0.5] 0.00020 ) <| 0.05} Ho se rechaza
Lictlizacién-Reslembra perlédica 0] 167 0051 0.6} 0.00003 | =| 0.05| Ho se rechaza
an medlos frescos
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8.2, Diagramas PERT para la estimacién de costos y ticmpo para cada méto-

do de preservacion:
§.2.1. Nitrégeno liquido:

8.2.1.1. Meta: produccién de 12 viales inoculados con una cepa bacte-

riana 3.
8.2.1.2. Inventario de Operaciones:
Tabla No. 21
QPERACION Etapa Inicial Etapa final
A Consecucion  de | Definicion de cepas de | Obtencién de las cepas
cepas interés (etapa No. 1) de interés {etapa No. 2)

B. Preparacién de medios

Obtencién  de
(etapa Mo. 3).

medios

Inoculaclén de las cepas en los
medioe de  cultve  para
confirmaciéon de [dentidad (etapa
Ho. 4}

C. Reslembra y confir-
macién de la Identidad
de las bacterias.

Inocutacién de las cepas en
los medios de cultive para
confirmacion  de  Identidad
{elapas Nos. 2 y 4)

inocutacién de fas cepas
bacterianas en glicerol-sangre
de carnero para preservacion
(etapa No. 5}.

D. Congelamiento en
No-liquido.

Inoculacién de las cepas
bactarianas en giicerol-sangre
de carners para preservacién
(etapa No. 5).

Congelamiento por inmersién
en No-liquido (etapa No. 6).

E. Almacenamiento

Congelamiento por Inmerslén
en Na-liguido (stapa No. 6).

Almacenamiento de las cepas
bacterianas en congelador a

-15 9C (etapa No. 7).

F. Musstreo para el monitorso de
la calldad del proceso.

Congelamients por inmersién
en Ns-liquido {etapa No. 6).

Descongelamiento de uno de
los viales (etapa No. 8)

(3. Comprobacién de viabilidad
de laz bacterlas en los viales
congelados. ‘

Descongelamiento de uno de
los viales (etapa No. 8)

Verificaclén de la viabifidad
de las cepas congeladas
(etapa No. 8).

H. Preservacion.

Almacenamiento de las cepas
bacterianas en congelador a

-16 9¢ (etapa No. 7).

Descongelamiento de cada
vial con la cepa bacteriana en
el momento en dqgue s
necesiten (etapa No. 10).

|. Descongelamiento vy
verificacién de Identidad.

Descongelamiento de cada
vial con la cepa bacteriana en
ol momenio en due se
necesiien (etapa No. 10).

Crecimiento en o medio y
confirmacién de caracter(stl-
cas propias de |a cepa bacte-
tlana (etapa No. 11).

J. Cantrol de Calidad

Crecimlento en el medio vy
confirmacién de caracteristl-
cas proplas de la cepa bacte-
riana (etapa No. 11).

Comparacidn con musstras  desco-
nocidas de procedencia extema al
laboratorio. Preparacidn da rnatarial
infectocontagioso para su descere
{atapa No. 12).

K. Destruccion de material
Infectocontagioso.

Preparacién de material In-
fsctocontagicso para su des-
carte (etapa No. 12).

Esteriizaciéon y descarie del
materlal no reutliizable {(etapa
No. 13).

L. Reiniclo del proceso
de preservacion.

Crecimiente en el medio v
confirmacion de caracteristi-
cas proplas de la cepa bacte-
riana (etapa No. 11).

Inoculacién de las cepas
hacterianas en glicerol-sangre
de carnero para preservacién
{etapa No. §).




8.2.1.3 Tiempo esiimado de duraciéon de cada operacion (Te)

Tabla No, 22
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OPERACION Tiempo de duracion! Tiempo efective de trabajo
hera-hombre
A. Consecucién  de | a=4homas 2 horas '
cepas e = 8 horas
b = 24 horas
Te = 10 horas
B. Preparacion de medios | a=4noras 4 horas
m = B horag
b =B horas
Ta= B hotag
C. Resiembra y confir- | a=26horas 1.5 horas
macion de la identidad [ m= 28 horas
de las bacterias. b =38 horas
Te =29 horas
D. Congelamiento en |a=1norma 1.25 horas
i P . m = 1.25 horas '
NQ-)IQUIdO. =15 horas
Ta = 1.25 horas
E. Almacenamiento Conjuntamernts con la opetacién D
F. Musstreo para ¢l monitoreo de | a=0.25 horas 0.08 horas (5 minutos)
la calidad def procass, m = (.50 heras ‘
b=1 hora
Ta = 0.50 horas
(5. Comprobacion de viabllldad | a= 28 horas 1.5 horas
de laz bacterias en los viales | m=720 hoias
cohgelados, b = 38 horas
Te = 20 horas
H. Preservacion. a =168 horas {1 semana) 0 horas
- m = HED horas (3 mases)
b = 4320 horas {B meses)
Te = 2180 horas {3 masas)
I. Descongelamiento Yy | a=28horas 1.5 horas
verificacion de identidad. | m=28horas
b = 38 hofas
Te = 28 horas
J. Control de Calidad a=0.25 horas T 0.50 horas
m = 0.30 horas
b =1 hora
Te = 0.50 horas
K. Destruceién de malerial § 2=23 horas 0.25 horas
infectocontagioso. m = 4 hofas
‘ b =8 horas
Ta = 4.50 hoias
L. Reinicio del proceso |a=1homa 1.25 horas
de preservacion. m = 1.25 horas
b =15 hotas

Ta = 1.25 horas

1 a = tlempo minime; m= tiempo mas factible; b= tiempo méaximo; Te= tiempo estimado
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8.2.1.4. Recursos materiales y energéticos consumidos cn cada ctapa:

Tabla No, 23
QOPERACION Recursos materiales Recursos energétic.os
A. Consecucidon  de | - medios de {ransporle - Refrigeracién {3 horas).
cepas

B. Preparacion de medios

=1 caja de petri.
- 50 ml de sagre de carnero.
- 1 g de agar base.

- gas propano (0.5 horas).
- Esterilizacidn en autoclave
{0.5 horas).

C. Resiembra y confir-
macién de la identidad
de las bacterias.

- medios de cultive
~ colerante de Gram
- 13 viales con tapa de rosca.

- gas propano (0.5 horas)
- incubacién (24 horas)

D. Congelamiento en
No-liquido.

- nitrdgena liquido

E. Almacenamiento

F. Muestreo para o monitoreo de
la calldad gel proceso,

.

G. Comprobacién de viabliidad
de |as bacterias en los viales

congelados.

- medios de cultivo
- colorante de Gram

- gas propano (0.5 horas) .
- incubacion (24 horas)

H. Preservacion.

- congelacidon en Freezer de
refrigeradora (4320 horas = €
meses).

. Descongelamiento vy
verificacion de identidad.

~ medios de cullive
- colorante de Gram

- gas propano (0.5 horas)
- incubacién {24 horas)

J, Conirol de Calidad

rl

- medios de culivo

- coloranie de Gram

-~ pruebas especiales (laxo A,
taxo P. taxo SXT v otras).

= incubacién (24 horas).

K. Destruccién de meterial

Linfectocontagioso.

- Hipocloritos de Ca vy Na.

- esterilizacién (0.5 heras).

L. Reinicio del procesoc

gde preservacion.

- medios de cultivo
- colorante de Gram

- gas propano (0.5 horas)
- incubacién (24 horas)

| OEAAD O LA ARSI O SHE DARLES OF SUATEMALA

‘ -
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8.2.1.5, Costos estimados para cada operacion:
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Tabla No. 24
OPERACION Recurses B:]T;?Ug:ﬁ;g : r;:!isowb TOTAL
. matz;l;ﬂes ?O) 0 (O)m e (Q)
A. Consecucion de cepas 20.00 0.16 12.00 32.16
B. Preparacién de medios , 43.85 0.26 24 00 68.11%
C. Resiembra y confirmacion de la identidad de 8.85 0.74 9.00 19.59
| las baclerias,
D. Congelamiento en No-liquido. 9.79 7.50 17.29
E. Almacenamiento 0.00
F. Muestreo para el monitorso de la celidad del 0.48 0.48
.| proceso.

G. Comprobacién de viabliidad de las bacterias en los 425 0.74 9.00 13.98

vigles congelados.
H. Preservaclon. 86.00 86.00
| |. Descongelamiento y verificacién de identidad. 83.76 888 108.00| 180.63
J. Control de Calidad 86.00 518 36.00| 137.76
K. Destruccion de material infectocontagioso. 40.00 0132 18.00 59.32
L. Reinlcio del procesa de preservacion. 4.25 0.74 7.50 12.49
‘ Total: | 627.82
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8.2.2. Liofilizacidén:
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8.2.2.1. Meta: produccidn de 12 viales inoculados con una cepa bacte-

riana X.
8.2.2.2, Inventario de Operaciones:
Tabla No. 25
OPERACION Etapa inicial Etapa final
A. Consecucion  de | Definicidbn de cepas de { Obtencidén de las cepas
cepas intereés {etapa No. 1) de interes (etapa No, 2)

B. Preparacion de medios

Obtencion de
(etapa No. 3).

medios

noculacion de las cepas en los
meadlos  de  cultive para
confirmacién de identidad (etapa
Ne, 4)

C. Resiembra y confir-
macion de la identidad
de las bacterias.

Inoculacion de las cepas en
los medios de cullivo para
confirmaciéon de identidad
{etapas Nos. 2y 4)

Inoculacion de las cepas
baclerianas en =angre de
carnero para preservacion
{elapa No. 5).

D. Congelamiento en
elilenglicol-hielo seco

Inoculacién de las cepas
bacterianas en sangre de
carnerc para preservacion
{etapa No. 5).

Congelamiento por inmersidn
en elilenglicol-hiels seco vy
colocacién de los viales en las
boquillas del liofilzador (etapa
No. 6).

E. Sublimacion en alto
vacio

Congelamiento por inmersion
en etilenglical-hielo seco v
colocacion de los viales en las
hoquillas de! hofilizador (etapa
No. 8),

Sellado de los viales con el
material liofilizado {(etapa 7).

F. Aimacenamiento

Sellado de los viales con el
material iofilizado {elapa 7).

Almacenamiente en lugar
adecuado a temperatura
ambiente {elapa 3).

3. Preservacién

Almacenamienic en lugar
adecuado a  temperatura
ambiente {etapa 8).

Rehidrataciéon del material
tiofilizado (etapa 9)

H.  Reconstitucion vy
verificacion de identidad.

Rehidratacidn del material
liofilizado (eiapa 9)

Crecimiento en el medio vy
confirmacion de caracteristi-
cas propias de la cepa hacte-
fiana (etapa No. 10).

I, Control de Calidad

Crecimiente en el medio v
confirmacion de caracteristi-
cas propias de la cepa bacle-
riana {(etapa No. 10),

Comparacidn con muestras  desco-
noctdas de procadancia externa al
lsboratoriv. Praparecién de motsrial
Infactocontagioso para su descare
{atapa No. 11).

J. Destruccion de malerial
infectocontagioso.

Preparacién de material in-
fectocontagioso para su des-
carte {etapa No. 11).

Esteriizacion y descarte del
material no reutifizable {elapa
No. 12}.

K. Reinicio del proceso
de preservacion.

Crecimiento en el medio v
confirmacién de caracteristi-
cas propias de [a cepa bacle-
riana {etapa No, 10},

Inoculacién de las cepas
baclerianas en sangre de
carnero para preservacion
{etapa No, 5}




1.2.3. Tiempo estimado de duracidén de cada operacidon (Te)

Tabla No, 26
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OPERACION

Tiempo de duraciént

Tiempo efectivo de
trabajo hora-hombre

A. Consecucion de
cepas

&= 4 horas
rn = B horas
b =24 horas
Te = 10 horas

2 horas

B. Preparacién de medlos

a = 4 horas
m =8 horas
b =19 horae
Ta= B horas

4 horas

C. Resiembra y confir-
macion de la identidad
de las bacterias.

a= 2B horas
m = 28 hores
b = 38 horas
Ta = 78 horas

1.5 horas

pD. Congelamiento en
etilenglicol-hielo seco

a= 24 horas
fm = 24 horas
b = 3B horas
Te = g&hmaa

0.25 horas

E. Sublimacion en alto
vacio

a= 24 horas
m= 2Bhoras
b= 28 hotas
Ta= 27 hotas

0.25 horas

F. Aimacenamiento

a=0,125 horas
m= (1.250 horas
b= 0.400 horas

Te= oggo horas

0.08 horas

G. Preservacion

a = 168 horas {1 semana}
m = 2180 horas (3 mesges)
b = 4320 horss B mases}
Ta = 2160 horas (3 asas)

0 horas

H.  Reconstitucion y
verificacion de identidad.

a = 28 horas
m = 28 horas
b =38 horas
Te = 28 hnrqls

1.5 horas

I. Control de Calidad

g =0.25 horas
m = 0.50 hotas
b=1 hora

Ta = 0.50 horas

0.50 horas

J. Destrucclén de materiat
infectoconiagioso.

a =3 horas
m =4 horas
b =8 horas
Te = 450 hotas

0.25 horas

K. Reinicio del proceso
de preservacion.

a=1horg

m = 1.25 horas
b= 15 horas
Tae = 1.25 horas

1.25 horas

1 2 = tiempo minime; m= tiempo maés factible; b= tiempo méximo; Te= tiempo estimado



8.2.2.4. Recursos materiales y energéticos consumidos en cada etapa:

Tabla No. 27
OPERACION Recursos materiales Recursos energéticas
A. . Consecucidon  de | - medios de transporte - Refrigeraclén {8 horas).
cepas ‘

B. Preparacion de medios

- 1 caja de peiri.
- 50 mi de sagre de carnero.
- 1 g de agar base.

- gas propano (6.5 horas).
- Esterilizacién en autoclave
(0.5 horas).

C. Resiembra y confir-
macién de la Identidad
de las bacterlas.

- medios de cultive
- colorante de Gram
- viales con tapén de hule.

- gas propano (0.5 horas)
- incubaclén (24 heras)

D. Congelamiento en
efilenglicol-hielo seco

- stilenglicol
- hielo seco

- congelaclén (24 horas)

E. Sublimaciéh en alto
vacio

-vacio (24 horas)
- congelacién (24 horas)

F. Almacenamiento

- casquetes de aluminio

@. Preservaclon.

H.  Reconstituciéon vy
verificacion de identidad.

- medios de cultivo
- colorante de Gram
- agua iridestilada

- gas propano (0.5 horas)
- Incubaclén {24 horas)

|. Control de Calidad

- medios de oulive

- coforante de Gram

- prushas especiales (taxo A,
taxo P, taxo SXT v ofras).

- tncubacién (24 horas).

J. Destruccion de material
Infectocontagloso. ‘

- Hipocloritos de Ca y Na.

- esteriizacidn (0.5 horas).

K. Redlclo del proceso
de preservaclén.

- medios de cultive
- colorante de Gram

- gas propano (0.5 heoras)
- Incubacién (24 horas)




8.2.2.5. Costos estimados para cada operacion:
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Tabla No. 28
OPERACION Recursos sn;?;;?:gz bora fh:rg?rg TOTAL
: matanalaot; Q) @ (Q)
A. Consecucion de cepas 20.00 0161  12.00 32.18
B. Preparacion de medios 4385 0.26 24 .00 68.11
C. Resiembra y confirmacién de la identidad de 8.85 0.74 9.00 16.59
las bacterlas.
D. Congelamiento en etilenglicol- 500 1.00 1.50 | 502.50
hielo seco
E. Sublimacién en alto vacio 403 1.60 5.53
F. Almacenamiento 15.00 0.48 15.58
. Preservaclén. 0.00
H. Reconstitucldn y verificaclon de 99.99 888 108.00| 216.87
ldentidad. .
|. Control de Calidad 96.00 5.76 36.00f 137.76
J. Destruccién de material infeciocontagioso. 40.00 1.32 18.00 59.32
K. Relnicio del proceso de preservacion. 425 0.74 7.50 12.49
Total: | 1069.91

t mw DE 1A WAIERSIOAD OF SAN CABLUS 0F RUATEMALA |
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8.2.3. Comparacién de los métodos de preservacion de Liofllizacidn versus
Nitrégeno liquido:
Tabla No. 29

Comparaclén de tiempos estimados (Te)
Llofiflzaclén versus Nitrégeno liquido

Descripcién Na-liquido | Liofilizacion

Sumatoria de tiempos estimados (Te) en horas 2271.001 - 2293.50

Tahla No. 20

Comparaclén de costos
Liofillzacion versus Nitrégeno liquido

Descripeidn Na-liquido | Liofilizaclén
1. Inversién inicial
1.1. Liofilizadora (LABCONCO, Modelo 77510) _ 60000.00
1.2. Termo de 1 litro 60.00
1.3. Congelador (-18 a -15 °C) 6000.0C
1.4. Pinzas ' 35.00
2. Costos de funcionamiento de los métodos
implementados " - 627.82 1069.91
TOTAL 6722.82 61069.91
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9 DISCUSION
9.1 Evaluacion de la calidad de los métodos de preservacion:

9.1.1 Crecimiento en ¢l medio:

Conforme a los resultados observados en las tablas Nos. 1-4 y 17-18
se infiere que no hay diferencia significativa entre el tratamiento control,
es decir la liofilizacién, y el grupo sometido al método de preservacién con
nitrégeno liquido, a los 4 momentos de lectura (1.5, 3, 4.5 y 6 meses,
siendo p > o). En lo concerniente a los demas métodos, es decir, sangre
de carnero, aceite mineral, leche descremada y resiembra periddica en
medios frescos, se observa diferencia significativa entre dichos métodos y
el control de referencia, a los 4 mementos de lectura (p < o), por lo que se
infiere que ninguno de éstos cumple con los atributos de calidad dados por
el método de liofilizacion.

9.1.2 Tipo de hemdlisis, reaccion a la coloracidn de Gram y morfologia ce-
lutar: .
Conforme a los resultados observados en las tablas Nos, 5 y 19, se

infiere que no ‘hay diferencia significativa entre el tratamiento control
(liofilizacidn) y los métodos de preservacion en nitrégeno liquido y sangre
de carnero a 1.5 meses de sometidos a dichos tratamientos (p > o). En lo
referente a los restantes métodos, se observa que hay diferencia
estadisticamente significativa (p < &) cntre los mismos y ¢l tratamiento
control, por lo que se infiere que [0s mismos no cumplen con los atributos
de calidad dados por el método de liofilizacién. En lo concerniente a los
momentos de lectura a los 3, 4.5 y 6 meses y conforme a las tablas Nos.
6-8, 19 y 20, se.infiere que no hay diferencia significativa entre el control
de referencia, es decir la liofilizacién, v el grupo sometido al método de
preservacion con nitrégeno liquido (p > o). Y por dltimo se observa que
los deméas métodos, es decir, sangre de carnero, aceite mineral, leche
descremada y resiembra periédica en medios frescos, presentan diferencia
estadisticamente significativa (p > ) entre dichos métodos y ¢l control de
referencia, a los 3 momentos de lectura citados, por lo que se infiere que
ninguno de éstos cumple con los atributos de calidad dados por el método
de liofilizacidn,
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9.1.3 Integracién de resultados de calidad: _

Comparando los resultados observados para los cuatro atributos de
calidad evaluados, es decir, crecimiento en el medio, tipo de hemdlisis,
reaccion a la coloracidén de Gram y morfologia celular, se infiere que
anicamente cumplen las expectativas de calidad los métodos de
liofilizacién y nitrégeno liquido. Podrian considerarse como puntos

~criticos de la efectividad de la preservacidn, el congelamiento rapido de la

suspeusion de bacterias en glicerol-sangre de carnero, para el caso del
nitrégeno liquido, y el congelamiento rapido y la eliminacién de la
humedad del medio para el caso de la liofilizacién.

Los fenomenos moleculares durante la congelacidon se conocen
bastante bien en la actualidad. Cuando las bacterias se someten a las
temperaturas de congelacion, ¢l citoplasma no se congela tan rapidamente
como el medio que le rodea y el contenido celular gueda superenfriado.
En determinade momento, las células alcanzan un equilibrio con su
entorno congelado; 1a manera en que esto se lleva a cabo depende, en
parte, de si las células han sido enfriadas lenta o rapidamente, y en pé.rte,
de cuan permeables son al agua. Puesto que la presidn agua-vapor en una
célula supereniriada es mayor que en el hielo, si las células son enfriadas
lentamente o son muy permeables al aguwa, empiezan a equilibrarse
perdiendo agua y se deshidratan. Si el enfriamiento es rapido o la
permeabilidad al agua es baja, el equilibrio tiene lugar por congelacion
intracelular v se forman cristales de hielo en el citoplasma. La
transformacion del agua celular en cristales de hielo produce un aumento
en la concentracion de los solutos en el agua remanente dentro de la célula
produciendo una deshidratacién efectiva. Muchas céluias son muy
sensibles a la deshidratacién y no sobreviven a la congelacién por esta
causa; sin embargo, el principal dafio producido por la congelacidén
intracetular posiblemente es la consecuencia del efecto fisico de los
cristales de hielo sobre las estructuras celulares, especialmente sobre la

membrana plasmatica. Si el tamafio de los cristales se mantiene pequeifio’

por una congelacion muy réapida, el daﬁo‘ puede.min'imizarse,"aunqué, los

. cristales pueden crecer también durante el calentamiento, de manera que
“este proceso también debe efectuarse ripidamente. A ‘temperaturas
 suficientemente bajas el citoplasma complejo se congela. El medio en el
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que las células estin suspendidas modifica considerablemente la

sensibilidad a la congelacion (34).

9.1.3.1. Congelacién rapida en presencia de glicerol (método de preserva-
¢ién en nitrégeno liquido):

Los liquidos miscibles en agua, como ei glicerol vy el
dimetilsulféxido, cuando se agregan en cantidades adecuadas al medio en
donde se suspenden las células son capaces de penetrar dentro de ellas y
protegerias reduciendo la gravedad de los efectos por deshidratacion. El
significado practico de esto es que las bacterias sensibles pueden
preservarse congeladas, seleccionando el medio adecuado para su
suspension (34). Como consecuencia de lo anterior, se deduce enionces
el por qué de la efectividad del método de preservacion en nitrégeno
liquido (congelamiento rapido y presencia de glicerol en el medio) y la
ineficacia de los métodos de preservacién en sangre de carnero, aceite
mineral, leche descremada y resiembra periddica en medios frescos: (sin
congelacién, enfriamiento lento y ausencia de glicerol en el medio).
9.1.3.2. Congelacion ripida y eliminacidn de humedad (Liofilizacion}:

La efectividad de este método, se podria considerar aniloga al
anterior, con s6lo que en vez de agregar un crioprotector que minimice ¢l
dafio fisico causado por los cristales de hielo intracelulares, mediante la

sublimacion de dichos cristales, se elimina el dafio fisico causado por los
mismaos.

9.2, Evaluacién de costos y tiempos para los métodos de preservacién que
mostraron atributos de calidad adecuados.
Conforme a las tablas Nos. 21-30 y figuras Nos. 1-4, se observa que
el método de preservacion en nitrégeno liquido resulta ser menos costoso
en lo que a implementacién y funcionamiento se rehere, y. con respecto a

tiempo y laboriosidad son casi equivalentes por lo que se consndera_‘
~ factible su implementacidn a nivel de laboratorios clinicos convencionales.

—_— ——— e ———
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10.1. En funcion de los atributos de calidad evaluados (crecimiento en el
medio, tipo de hemdlisis, reaccidén a la coloracién de Gram y morfologia
celular) el método de preservacion en nitrégeno liquido es el Gnico que no
tiene diferencia significativa con el control de referencia (liofilizacidn).

10.2. Los métodos de preservacidon en sangre de carnero, aceite mineral,
leche descremada y resiembra periddica en medios frescos tienen, en

" funcién de los aspectos de calidad evaluados, diferencia estadisticamente .

significativa con el control de referencia (liofilizacton)

10.3 El método de preservacion en nitrogeno liquide, es el mejor método.
de preservacion alternativo a la liofilizacion en funcién de la calidad.

10.4, En funcién de la calidad, tiempo y costos el método de preservacion
en nitrégeno liquido es el de mayor factibilidad de implementacién a nivel

de laboratorios clinicos convencionales.



| 11. RECOMENDACIONES:

. 11.1. Realizar un estudio complementario al presente para determinar el
tiempo de viabilidad maximo para la . preservacion de las bacterias
o sl estudiadas con los métodos de liofilizacién y nitrégeno liquido.

11.2 En base al presente estudio continuar determinando el
comportamiento de las bacterias con prucbas especificas, para comprobar
que no han perdido sus caracteristicas bioguimicas.

) PRAMERAD DE 1A DAWEESIDAE BF S EARAS BE SUATEMALA 1

L Brolrotscy wenmlrad
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Estadistica de prueba (Friedman) para la comparacion de todos los

tratamientos simultaneamente se define como:

L

12 I (Rj)*
N(k)(k+1)

=3 (N)(k+1)

Estadistica de prueba para comparaciones pareadas {cada tratamiento

contra el control) se define como

- q(u,k-1)\| N(k)ék_-m '

Diferencla
eritlca

A.l1.1.1. Evaluacidén a los 1.5 meses:

Tabla No. A1-1

Crecimienio en el medio (sumatoria de rangos = Rj)
Ho: todes los métodos de preservacidén son iguales,

H1: al menos uno de fos métodos de preservacidn difiere significativamente de los demas.

, Lioflizacion | Nitrégeno | Sangre Agceite Lecha Resiambra
Sumatoria de rangos _ de _ peridica en
{Controly liquido Carnero mineral | dsscramada madlos
frastos
Rj= 82.5 82.5 46.6 33.0 32.0 37.6
s
I f -53.78

Para un nivel o.=0.05 se tiene que "p" para 53.78 £s menor que 0.001 (es decir
p<0.001} por lo que la Ho se rechaza (p<a).

PR T Y




Tabla No. A1-2

Comparacion de los diferentes métodos contra el control (Liofilizacion)
Diferencias de rangos comparadas con la diferencia crifica

Ho: R(ﬁ_mﬂ:lzaciéﬂ) = R(traiamlar’ﬂo i

H1: Rionizacisy N0 €8 igual & Ryramiento

Diferencim - 2572

70

critica
Comparacion IR R} Diferencia Decision
' citica
Liofilizacidn-Nitrégena liquido 0.00| < | 25.72| Hono se rechaza

Liofilizacién-Sangre de Carnero 3600| > 2572| Ho serechaza
Liofilizacion-Aceite mineral 4850 > | 2072 Ho se rechaza
Liofilizacién-Leche descremada BOBO| > | 26.72 Ho se rechaza
Liofliz acidn-Resismbra pariddica en medios fresces 4500 > | 2B.72 Ho se rechaza

A.1.1.2, Evaluacidén a los 3 meses:

Tabla No. A1-3

Crecimiento en el medio (sumatoria de rangos = Rj)
‘ Ho: todos los métodos de preservacion son iguales.

H1: al menos uno de jos métodos de preservacién difiere significativamente de jos demas,

05|

Lisflizecion | Nitrdgeno | Sangre Aceite Lechs Raslambra
Sumatoria de rangos ] de . periddica en
{Controly liquido Camero | mineral | dascramads | medios -
‘ frascos
B‘I-_w 90.0 70.0 48.56 40.0 - 38.0 |
2
T =49.50

Para un nivel a=0.05 se tiene que "p" para 49.50 es menor que 0.001 (es decir

p<0.001) por lo que 1a Ho se rechaza (p<a). -
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: i . Tabla No. A1-4

- Comparacion de los diferentes metodos contra el control {Liofilizacién)
S Diferencias de rangos comparadas con la diferencia critica

nt Ho: R(Uomizaciﬁn) = R(tratamienm )}
H1: R igtiizaciory NG €8 1gual @ Ryamisno j

Diferencia  , 28572
criticn
Comparacion IRL-Ril Difersncia Decision
. critica
Liofilizacién-Nitrégeno lquida 20004 =< | 25721 Ho nho se rechaza

Lioﬁlizacién—Sangre de Carnero 4350 > | 25.72 Ho se rechaza
Liofilizacidn-Aceite mineral 5000 > 2572 Ho se rechaza
Liofilizacion-Leche descremada 5200 >y 25.72 Ho se rechaza
Liofiliz acisn-Resiembra periddica en medios frescos BQH0| > | 2572 Ho se rechaza

A.l1.1.3, Evaluacion a los 4.5 meases:

Tabla No. A1-5

.Crecimiento en el medic (sumatoria de rangos = Rj)
Ho: tados los métodos de preservacién sen iguales.

H1: al menos uno de los métedos de preservacion difiere significativamente de los demas. -

Liofiizacion | Nitrégeno | Sangre | Aceite Lecha Reslambra

Sumatoria de rangos . de - perisdica an
' {Control) liquido | Carnero | mineral | descromada |  medios 4
frascos ST

Rj=| 90.0] 735 480| 330  398| 330| EE

T3-53.70

~Para un nivel &:=0.05 se tiene que "p" para 63.70 @S menor que 0.001 (as decir
- p=0. 001) por lo que la Ho se rechaza (p«-'-a)

| FOMERAD 0F 10 INVERSIAD B S0 R B8 smﬂm |
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Tabla No. A1-6 .

e Comparacién de los diferentes métodos contra el control {Liofilizacion)
o Diferencias de rangos comparadas con la diferencia critica

Ho: R(Llnﬂlizaeiﬁn} = R(tratamlamo v
H1: Ryiofiizaciony NO €S igual @ Rypaamisnio i

2572

Diferencla =
crifica
Comparacidn IRL-Ril Diferencia Decision
- critica
Liofilizacidn-Nitrégeno liquido 1650 < | 26.72| Honose rechaza

Lioﬂlizacién—-Sangre de Carnero 4400 >} 2572 Ho se trechaza
Liofilizacién-Aceite mineral 57.00| > 2572 Ho se rechaza
Liofilizacion-Leche descremada 5060 > 20.72 Ho se rechaza
Liofitizacign-Rasiembra periddica en medios frescos K700 = | 2572 Ho se rechaza

A.1.1.4, Evaluacidn a los 6 meses:

Tabla No. A1-7

] Crecimiento en el medio {sumatoria de rangos = Rj)
] : Ho: todos los métedos de preservacién son iguales.
o Hi: al menos uno de los métados de preservacion difiere significativamente de los demas.

| LioMizacisn § Nitrégeno | Sangre { Aceite Lecha Reslambra
. Sumatoria de rangos ) de ] , perigdica en
‘ {Control) liquido Carnero mineral | descremada medios
frascos

i : Ri: 80.0 73.5 46.0 33.0 39.5 33.0
! .
|

Bl

L 12-s3.70

Para un nivel &=0.05 se tiene que "p" para 53.70 es menor que 0.001 (es decir .
p<0.001) por lo que la Ho se rechaza (p<a)
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Tabla No. A1-8

Comparacién de los diferentes métodos contra el control (Liofitizacién)
Diferencias de rangos comparadas con la diferencia critica

Ho: Ry oinzaciony = Riratamiento iy
H1: R(Linﬁlizan:iﬂn) no es Igual a R(tra!amientn o)

Diferencla 5 28.72

eritfien
Comparacion RL-Ri Diforencia Decisién
. ciltica .
Liofilizacién-Nitrégeno liquido 16.50| < | 256.72] Hono se rechaza
Lioﬂlizaciﬁn—Sangie de Carnero 44001 > | 25.72 Ho se rechaza
Liofilizacion-Aceite mineral 57.00) > | 256.72 Ho se rechaza
Liofilizacion-Leche descremada 5050 > | 25.72 Ho se rechaza
Liofiliz acién-Resiambra petisdica en medios frestos 87.00| = | 26.72 Ho se rechaza

A.1.2. Tipo de hemdlisis, reacciéon a la coloracién de Gram, morfologia

ce- lular
Estadistica de prueba (Q de Cochran) para la comparacién de todos

los tratamientos simultaneamente se define como:

(k1) Z (G}-8) *

Q=
k- i

=1 =1

Estadistica de prucbha (prueba del signo) para comparaciones parca-

das (cada tratamicnto contra ¢l control) sc define como:

Pks x| n.p) =§u ( E) p g™~




A.1.2.1, Evaluacidon a los 1.5 meses:

Tabla No. A1-9

Tipo de hemolisis, reaccion a la coloracién de Gram y morfclogia celular
Ho: todos los métodos de preservacién son iguales,
| H1; al menos uno de los métodes de preservacitn difiere significativamente de los demas.

‘ Liotizactin | Nitrbgen Sangre Acsite Lochs Reclembra
Sumatoria de "éxitos” = Gj e ds petédica en .
T (Control) Camero | mineral | soccnmin | meace | Lol L}2
[[guido fiescos
Gj 0 0 3 9 9 6! 27| 87
Q =34,20 :

Para un nivel a=0.05 y gl = 5 se tiene que "p" para 34.20 es menor que 0.001 (es
decir p<0.001) por lo que la Ho se rechaza (p<at)

Tabla No. A1-10

Tipo de hemélisis, reaccion a la coloracién de Gram v morfologia celular
(Diferencias entre el tratamiento de referencia y cada uno de los tratamientos evaluados)

Sumatoria de signos Lofbzeen | Wirdgens | Sangre de Agcsite Lacks Reslstatia
menos (..) -| -Catnere pesédicn en
{Control) liquido minaral descimeds | medios fevcen
Total de signos (-) 0 0 3 9 9 8
PRUEBA DEL SIGNO
Para comparacion de los tratamientos contra un controt
Ho: la mediana de las diferencias es cero.
H1; la mediana de las diferencias es negativa.
COM?ARACION jujin | k|p| g |resxing o DECISION
| Liofiizaclon-Nitrégenc liquido 15 0f 0]05[05| 1.000} > 0.05| Honose rechaza
Uoflizaclén-Sangrs de Carnero 12, 3] 0]05]05 0.125 | > | 0.05 | Hono se rechaza
| Liotizacion-Acelts Mineral 6| 9] 0705]05 0.002 } <| 0.05] Ho se rechaza &
Liofilizacién-Leche descremada 6 9 0105105 0.002 | <] 0.05) Ho se rechaza
Ulotiizaclon-Reslembra peridica| 8] 6f 010505 0.015 | <| 0.05 { Ho se rechaza
en medios frescos
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AL1.2.2, Evaluacion a los 3 meses:

Tabla No. A1- 11

Tipo de hemdlisis, reaccién a la coloracién de Gram y morfologia celular
Ha: lodos los métodos de preservacién son iguales.
H1: al menos une de los métodos de preservacion difiere significalivamente de los deras.

. Lfizaclon | Nitrdgen Sangre Acaita Lachs Resiambre
Sumatoria de "éxitos” = Gj o de petédicn en . )
(Controly -€amero | mineral | deccmemada | medios Ll L|2
liguice frescos
Gj 0 0 9 9 12 12 421 156 |
Q=48.75

Para un nivel ®=0.05 y gl = & se tiene que "p" para 48.75 es menor que G.001 (es
decir p<0.001) por lo que la Ho se rechaza (p<o)

Tabla No. A1-12

Tipo de hemdlisis, reacclén a la coloracién de Gram y morfelogia celular
{Diferencias entre el tratamiento de referéncia y cada uno de los tratamientos evaluados)

! Sumatoria de signos Lotiacon § Nirégens | Sangre de Acails Lechs Resiombim
| menos (-) Camero B
; : {Conirol} {iquide nlmsral . descmmmads | medios tmyom
Total de signos {-) 0 0 9 9 12 12

PRUEBA DEL SIGNO
Para comparacidon de ios tratamientos contra un contsol
: Ho: la mediana de las diferencias es cero.
Lo H1: la mediana de las diferencias es negativa.

COMPARACION ulni|kipilq|Pksxnp o DECISION . L
| Liofilzacién-Nitrgeno liguldo 16} 0| 0{05|05| 1.0000| > 0.05] Honoserechaza | : .'
Licfilizaclén-Sangre de Carnaro 6 9 010505 0.0020 | <] 0.05 | Ho se rechaza

1 Lioflizaclén-Aceite Mineral 6] 9] 0)05)05} 0.0020 <] 0.05 Ho se rechaza B
Lioflizaclén-Leche descremana 3{ 12| 0[05]05] 0.0002{ <!0.05|Ho serechaza =
Liofilzaclén-Feslembra peri6dica 3| 12 0]05]05] 0.0002| <| 0.05]| Ho se rechaza
an medlos frescos
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s AL1.2.3, Evaluacidn a los 4.5 meses:

Tabla No. At1- 13

_ Tipo de hemdlisis, reaccion a la coloracion de Gram vy maorfologia celular
] Ho: lodos los métodos de preservacidn son iguales.
I H1: al menos uno de los métodos de preservacion difiere significativamenie de los demas.

Lifiescéin | Wirégen Sangre Acgite Lechs Reslenthra
Sumaloria de "éxilos” = Gj 0 de peiéicn en . .
. (Control) Camearp mineral ] ceccameda medics Li L]2
liquido freatxz
G J 0 0 9 15 12 19 51 183

i Q=58.90

B Para un nivel ®=0.05 y gl = 5 se tiene que "p" para 58.90 es menor que 0.001 (es

o _decir p<0.001) por lo que ia Ho se rechaza (p<a)

Tabla No. A1-14

Tipo de hemdlisis, reaceién a la coloracién de Gram y morfologia celular
(Diferencias entre el tratamiento de referencia y cada uno de los tratamientos evaluados)

Sumatoria de sighos Lofizzcn | Nitrdgeno | Sangee de Acsite Lachs Renlstabr
menaos (-) Carnaro pe féion en

' ‘ {Control) {lquido minaral dnvomrasdn | rsdios Tmnom
Total de signos (-) 0 0 9 16 12 15

PRUEBA DEL SIGNO
Para comparacidn de los tratamientos contra un control
Ho: {a mediana de las diferencias es cero.
H1: la mediana de las diferencias es negaii\ra.

COMPARACION uln| k| piq|Prkxinp o DECISION
Lfoﬂnzaclén-Nltrogeno liquido 16] 0| 0]05{05]| 1.00000| >| 0.05| Ho no se rechaza
Liofillzaclén-Sangre de Carnero 6 9 0105}05] 0.00200 | < 0.05| Ho se rechaza
Liofiizaclén-Acsite Mineral 0] 15| 00505 0.00003| <| 0.05| Ho se rechaza
{ loflilzaclon-Lache descramada 3112 0]05]05} 0.00020{ <| 0.05{ Ho se rechaza
Licfiizaclén-Resiembra periodica gt 15 0105105} 0.00003] <} 0.05]| Ho se rechaza
en medios frescos :
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AL1.2.4, Evaluacidn a los 6 meses:

Tabla No. A1-15

Tipo de hemolisis, reaccion a la coloracion de Gram y morfologla celular
Ho; todos los métodes de preservacion son iguales,
H1: al menos uno de o3 métodos de preservacion difiere significativamente de los demas.

Liofilzacien | Nitrdgen Sangie Aceila ieche Foclambra
Sumatoria de “éxitos” = Gj 0 dp pe dédicn en _
{Conirol} Carngre miheral | descromads madios Ll L|2
. liguldo trescos.
G_I Q 0 9 15 12 18 51 183
Q = 58.90
Para un nivel ®=0.05 y gl = 5 se tiene que "p" para 58.90 es menor que 0.001 (es
decir p<0.001) por Io que ja Ho se rechaza (p<a)
Tabla No. A1-16
Tipe de hemolisis, reaccién a la coloracién de Gramy morfologia celular
(Diferenclas entre el tratamiento de referencia y cada uno de los tratamientos evahiados)
Sumatoria de slgnos Lofien | Nirdgens | Sanors de Acaita Locts Revinbin
menos (-) Carnern ponsionen
: ) (Control) Iiuido minerat sopoemsday§_vandion fizscen |
Total de sighos (-) 0 0 9 15 12 15
PRUEBA DEL SIGNO
Para comparacién de los tratamientos contra un control
Ho: 1a mediana de las diferencias es cero.
H1; la mediana de las difereqcias es negativa.

COMPARACION u | n k | p | o |rkzxing o DECISION
Liofiizaclen-Nitrageno liguido 16] 0] 0[0.5]05] 1.00000 | >} 0.05] Honose rechaza
Licfilizaclén-Sangra de Carnero 6 9 0105]0.5/ 0.00200} < 0.05 | Ho se rechaza
Uoflizaclon-Acelte Mineral ol 1561 0]05]0.5] 0.00003| <} 0.05] Ho se rechaza
Liotlizacién-Leche descremada 3l 12] 0]05]05/ 0.00020| <] 0.05] Ho se rechaza
Lioflizacion-Restembra peritdica 0t{ 15 0]os!l05] 0.00003] <) 0.05| Ho se rechaza
en medios frescos
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