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RESUMEN

El método de susceptibilidad a drogas por observacion microscopica (MODS) ha
brindado nuevas oportunidades para la deteccion rapida, sensible, especifica y
economica de Mycobacterium tuberculosis. Sin embargo, pocos laboratorios han podido
implementar este método, debido principalmente a la complejidad de su preparacion.
Para responder a esta situacion, la industria desarrollé un Kit de MODS con los reactivos
en liquido listos para usar, sin éxito alguno y retirdndose del mercado por la baja
demanda.

Uno de los motivos, posiblemente, es el alto costo que demanda mantener la cadena de
frio para la conservacion de las propiedades del medio liquido, esto incluye el costo de
los equipos y su mantenimiento. Por ello, se desea desarrollar un prototipo de kit que
incluya medios deshidratados para ser reconstituidos en el momento de su uso y
no requieren almacenamiento refrigerado.

En este estudio se evalud el crecimiento de M. smegmatis, como modelo de M.
tuberculosis, en el medio liquido Middlebrook 7H9-OADC (7H9-OADC) en dos
presentaciones: liofilizado y mezclado, ambos esterilizados con radiacion gamma y
PANTA. El crecimiento de la micobacteria en estos dos medios fue comparado al
crecimiento de la misma en el medio convencional MODS 7H9-OADC (MODS
convencional) (control). El medio liofilizado fue preparado a partir del medio 7H9-
OADC esterilizado y liofilizado; el medio mezclado fue elaborado mezclando el medio
base 7H9 con alblimina, dextrosa y catalasa en su estado natural (7H9-ADC). Ambos
medios deshidratados fueron esterilizados eficientemente con radiaciéon gammay el
reactivo PANTA. EI reactivo PANTA restringi6 el crecimiento de M.
smegmatis, mientras que la exposicion a radiacion gamma no mostré efecto adverso en
el crecimiento M. smegmatis. Los medios candidatos para la implementacion del
prototipo de kit de MODS para el diagndstico de M. tuberculosis son el medio
liofilizado, liofilizado con radiacién gamma y mezclado con radiacion gamma.

Palabras clave: MODS, liofilizacion, radiacion gamma, PANTA.



ABSTRACT

The Microscopic Observation Drug Susceptibility (MODS) method has provided new
opportunities for the rapid, sensitive, specific, and inexpensive detection of Mycobacterium
tuberculosis. However, few laboratories have been able to implement this method, mainly
due to the complexity of its preparation. To respond to this situation, the industry developed
a MODS Kit with ready-to-use liquid reagents, without any success and withdrawing from
the market due to low demand.

One of the reasons, possibly, is the high cost required to maintain the cold chain for the
conservation of the properties of the liquid medium, this includes the cost of the equipment
and its maintenance. Therefore, it is desired to develop a prototype kit that includes
dehydrated media to be reconstituted at the time of use and does not require refrigerated
storage.

In this study, the growth of M. smegmatis, as a model of M. tuberculosis, was evaluated in
the liquid medium Middlebrook 7H9-OADC (7H9-OADC) in two presentations:
lyophilized and mixed, both sterilized with gamma radiation and PANTA. The growth of
the mycobacterium in these two media was compared to the growth of the same in the
conventional medium MODS 7H9-OADC (conventional MODS). The lyophilized medium
was prepared from the sterilized and lyophilized 7H9-OADC medium; The mixed medium
was made by mixing the 7H9 base medium with albumin, dextrose and catalase in their
natural state (7H9-ADC). Both dehydrated media were efficiently sterilized with gamma
radiation and the PANTA reagent. The PANTA reagent restricted the growth of M.
smegmatis, while exposure to gamma radiation showed no adverse effect on the growth of
M. smegmatis. Candidate media for the implementation of the MODS Kit prototype for the
diagnosis of M. tuberculosis are lyophilized medium, lyophilized with gamma radiation
and mixed with gamma radiation.

Keywords: MODS, lyophilization, gamma radiation, PANTA.



INDICE

l. INTRODUCCION

II.  MARCO TEORICO

I1l.  PREGUNTA DE INVESTIGACION
IV. OBJETIVOS

V.  MATERIALES Y METODOS

5.1.Muestra bioldgica

5.2. Preparacion y evaluacion de la esterilidad de las
presentaciones del medio de cultivo: medios liofilizado y
mezclado

5.3. Esterilizacion de las presentaciones liofilizado y
mezclado por radiacion gamma y PANTA

5.4. Diluciones y cultivo de M. smegmatis en los medios
modificados

5.5. Seleccién del dia de determinacion del porcentaje
de crecimiento y conteo de microcolonias

5.6. Determinacidn cualitativa y cuantitativa del crecimiento
de M. smegmatis en los medios liofilizados y mezclados

5.7. Andlisis estadistico

6. RESULTADOS

6.1 Evaluacion de la esterilidad de los medios modificados
6.2 Evaluacion de la esterilidad de los medios modificados
tratados con radiacion gammay PANTA

6.3 Porcentaje de crecimiento (cualitativo) de M. smegmatis

en los medios modificados

6.4 Seleccidn del dia de conteo de las microcolonias de

M. smegmatis

6.5 NUmero de microcolonias (cuantitativo) de M. smegmatis
en los medios modificados
7. DISCUSION
8. CONCLUSION
9. REFERENCIAS
10. ANEXOS

Pag.

10

10

11

12

13

14

15

17

18
20



I. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una de las principales causas de muerte por enfermedad
infecciosa en todo el mundo de acuerdo a la organizacion mundial de la salud (OMS)
(1). El control global de la TB se ve afectado por la falta de acceso a pruebas de
diagndstico confiable y accesible en los paises de mayor incidencia, lo que resulta en
altas tasas de mortalidad anual (2). El cultivo convencional en medio de Lowenstein-
Jensen continta siendo usado para el diagnostico; sin embargo, éste puede tomar varias
semanas antes de tener un resultado concluyente.

En el afio 2000 se descubrié una prueba de diagnostico en medio liquido a la cual se
denomind Microscopic-Observation Drug Susceptibility Assay o MODS, que permite el
crecimiento rapido y una visualizacidn pronta de las microcolonias de M. tuberculosis
en el medio liquido 7H9-OADC. Asimismo, permite detectar simultineamente la
sensibilidad a farmacos de primera linea. Esta prueba esta dirigida hacia el mundo en
desarrollo, con una alta especificidad y sensibilidad a un precio menor de 2 $, con una
metodologia de relativa simplicidad (3,4).

Las ventajas de esta prueba generaron la creacion de un kit de diagnostico rapido basado
en MODS, con una presentacion de los medios en liquido listos para usar. Sin embargo,
fue descontinuada y esto se pudo atribuir alto costo por parte del reactivo OADC
comercial y al transporte refrigerado (5). Este trabajo plantea dos presentaciones
distintas del medio liquido 7H9-OADC. Una presentacion liofilizada, donde el medio
final ha sufrido un proceso de deshidratacion y es facilmente reconstituido con agua
estéril, ademas, tiene una estabilidad microbiolégica y no requiere refrigeracion estricta
para su transporte (6). Por otro lado, una presentacion mezclada, donde los reactivos en
polvo que se utilizan para la preparacion del medio 7H9-OADC son agrupados y para
su uso en cultivo reconstituidos con agua estéril. Esta Gltima presentacion otorga un bajo
precio de produccién y facil distribucion sin cadena de frio.

La descontaminacion de ambas presentaciones por exposicion a radiacion gamma o
incorporacion del suplemento antimicrobial PANTA resultan adecuados para el proceso.
Ambas técnicas reportan una buena esterilidad y no alteran significativamente la
naturaleza del producto. En base a ello exponemos dos presentaciones del medio en
liquido 7H9-OADC, liofilizado y mezclado. Se evalla el crecimiento de M. smegmatis,
como modelo biolégico de M. tuberculosis, en las dos presentaciones y son comparados
con el crecimiento en el medio control. Asimismo, se realiza una analisis cualitativo y
cuantitativo del crecimiento observado con la finalidad de reportar la presentacién del
medio méas adecuado para un estudio posterior en M. tuberculosis.



Il. MARCO TEORICO

El ensayo de susceptibilidad a fArmacos por observacién microscopica (MODS) es una
prueba de diagndstico fenotipico, altamente sensible y especifica (97,8% y 99,6%
respectivamente) para TB y TB-multidrogoresistente (TB-MDR) (3). Este ensayo
consiste en el cultivo en liquido de muestras de esputo descontaminadas, donde detecta
M. tuberculosis y evalla la sensibilidad frente a las drogas isoniacida y rifampicina,
antibidticos de primera linea. La deteccion se realiza mediante la visualizacion de
microcolonias en una placa de 24 pozos donde se encuentra la muestra de esputo
descontaminada y resuspendida en caldo Middlebrook 7H9 suplementado con OADC
(&cido oleico, albimina, dextrosa y catalasa) (7TH9-OADC) a través de un microscopio
optico de luz invertida. Los resultados se obtienen en un promedio de 7 dias, mucho
menor que el cultivo en sélido (3 semanas) y con una alta reproducibilidad (3) (4).

En el afio 2014, una compafiia americana disefio un kit de MODS con el medio liquido
7TH9-OADC listo para usar (5). Sin embargo, este Kit no obtuvo la demanda esperada y
fue retirada del mercado; probablemente debido al alto costo por parte del reactivo
OADC comercial y al transporte refrigerado (4-8°C).

El trabajo plantea evaluar dos nuevas presentaciones del medio 7H9-OADC
deshidratados: medio liofilizado y el mezclado que podrian reducir el costo del producto.
Debido a que estos medios pueden presentar contaminantes; el medio liofilizado puede
contaminarse en el proceso de liofilizacion y el medio mezclado no sera esterilizado,
por lo que sera necesario un paso de descontaminacion. Los medios seran esterilizados
mediante radiacion gamma y uso de PANTA. Asimismo, estos medios deshidratados
podrian alterar el crecimiento de M. tuberculosis en las pruebas de diagndéstico; por lo
que se evaluara la efectividad de los medios, mezclado y liofilizado estériles en el
crecimiento de la cepa de M. smegmatis.

M.smegmatis es una micobacteria que es utilizada como modelo bioldgico de M.
tuberculosis. M.smegmatis conserva una semejanza con la maquinaria transcripcional de
M. tuberculosis, 9 de los 13 genes que codifican factores sigma de M. tuberculosis estan
presentes en M.smegmatis (7). Asimismo, este modelo no patdgeno presenta cambios
fisiolégicos, metabdlicos y moleculares similares a M.tuberculosis como respuesta de
adaptacion a un ambiente hipdxico. Entre ellos, el sistema de transduccion de sefiales
DevR-DevS, un candidato de vinculo clave entre la hipoxia y una respuesta de
persistencia de M.tuberculosis presenta homologos en M.smegmatis. Asimismo, genes
como hspX, sigF y otros que codifican nitrato reductasa, isocitrato liasa y alanina
deshidrogenasa que se regulan al alza en una fase de latencia también estan presentes en
M. smegmatis (8) y en este ambiente hipdxico ambas micobacterias siguen un modelo de
persistencia no replicativo, detienen la sintesis de ADN, y frente a la reactivacion con
oxigeno presentan una division sincronizada (8, 9). Ademas, M.smegmatis es un buen
modelo para el desarrollo de farmacos antituberculosos, dado que presenta complejos o
dominios, para farmacos, ort6logos en M.tuberculosis. Un ejemplo de ello es el dominio
catalitico F1 de la adenosina triptofano sintasa (ATP) presente en ambas micobacterias y
es blanco para la bedaquilina, un farmaco nuevo contra tuberculosis (10).



Por otro lado, M. smegmatis presenta diferencias con la micobacteria patoégena que hacen
mas practico el trabajo en el laboratorio y en este estudio. M.smegmatis es una
micobacteria no patégena por lo que no requiere de un laboratorio de bioseguridad 3;
ademas, presenta un tiempo de generacion mucho mas rapida, 3 a 4 horas, que M.
tuberculosis, 24 horas, por lo que los experimentos pueden ser realizados hasta 4 veces
mas rapido (11). Por todo lo mencionado, M.smegmatis es considerado un buen modelo
biol6gico de M.tuberculosis y es utilizado en este proyecto.

El medio 7H9-OADC liofilizado, medio liofilizado, incluira la preparacion del medio de
manera convencional (re suspension del medio con agua destilada y estéril por autoclave)
y su posterior liofilizacion (12).

La liofilizacién es una técnica de conservacion de productos, basada en la deshidratacion
por sublimacion directa en condiciones de vacio (13). Esta técnica es ideal para la
preservacion de productos alimenticios, farmacéuticos y biolégicos que en su estado
natural requieren temperaturas frias como: células, vegetales y entre lo mas comun las
vacunas (14-17). Ademaés, no altera o no de manera significativa la estructura fisicoquimica
del producto liofilizado, proporciona una vida Gtil mas larga, asimismo, el producto tiene
menos del 15% de humedad, por lo que tiene una alta estabilidad microbioldgica, y permite
su conservacion sin cadena de frio estricta (17), caracteristicas que facilitan su distribucion
y almacenamiento. No se registran estudios de la eficacia de medio de cultivo
microbioldgicos liofilizados, pero se ha demostrado altas probabilidades en otros
productos.

La preparacion del medio 7H9-OADC mezclado incluira la mezcla de todos los reactivos
en polvo. Los reactivos liquidos como la catalasa y el glicerol seran afiadidos previo al
cultivo de la cepa. Ademas, no presentara acido oleico por el requerimiento refrigerado que
exige para su transporte (4°C). La eficiencia de esta presentacion en el crecimiento general
de bacterias es desconocida; la diferencia con respecto al medio convencional y liofilizado
es que este medio no serd homogeneizado ni esterilizado mediante autoclave antes de su
uso. El costo de su preparacion es menor que el costo del medio convencional debido a que
no requiere pasar por la autoclave y un transporte refrigerado.

La radiacion gamma y el PANTA son formas de esterilizacion, seleccionados por los
resultados aceptables de descontaminacidn en distintos materiales bioldgicos. La radiacién
gamma es un tipo de radiacidn electromagnética capaz de eliminar contaminacion por
bacterias, virus u otros microorganismos. Ademas, ha demostrado no alterar las
propiedades estructurales del producto esterilizado (18). La fuente de radiacion gamma que
se utilizara es proveniente del Cobalto-60, por su amplia utilizacion para este tipo de
procesos, como la esterilizacion de biomateriales sin afectar su post disponibilidad,
material biologico como trasplantes y xenoinjertos (19,20). Los resultados efectivos de la
esterilizacion con radiacion gamma son producto de su buena penetracion en el material y
del alcance uniforme de las regiones de la muestra a esterilizar (19). Sin embargo, la
radiacion gamma al poseer una alta energia podria causar alguna alteracion en las
propiedades quimicas, eléctricas, mecanicas y bioldgicas de la muestra.



Por lo que se tomara una dosis de radiacion en base al sistema de Dosimetria estandar de
Referencia ASTM 1026 (Fricke) utilizada por el Instituto de Energia Nuclear (IPEN),
mediante la cual se establece un minimo, intermedio y maximo de dosis para esterilizar la
muestra, de las cuales se seleccionara la menor dosis que logre descontaminar el medio.

PANTA BD BACTEC (PANTA) es un producto que contiene polimixina B, anfotericina
B, acido nalidixico, trimetoprima y azlocilina, agentes antimicrobianos utilizados para
suprimir el crecimiento de microorganismos contaminante
. Ademas, forma parte del medio 7H9-OADC, utilizado para el cultivo de muestras de
esputo en MODS convencional. Este reactivo es utilizado como descontaminante debido a
su alta capacidad de esterilizacion bacteriana y fungica (3). En el método del tubo indicador
de crecimiento de micobacterias (MGIT) redujo en un 7% la contaminacion, pero también
redujo un dia la deteccion de la cepa tuberculosa (21).

Una de las formas para evaluar la efectividad de un medio de cultivo consiste en el registro
de crecimiento del microorganismo cultivado, donde es calificado como un buen medio
aquel donde se genera mas biomasa (22) (23). En este estudio se evaluara el crecimiento
de M. smegmatis en los medios modificados liofilizado y mezclado estériles con respecto
al crecimiento en el medio MODS convencional, con la finalidad de seleccionar los mejores
medios para el desarrollo de un prototipo de kit de diagnostico para M. tuberculosis.

I11.PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢El crecimiento de M. smegmatis en los medios modificados, liofilizado y mezclado,
variara en relacion al cultivo en el medio convencional MODS?

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Evaluar la eficiencia de crecimiento de M. smegmatis en medios de cultivos
modificados: Liofilizado y mezclado.

4.2.  Objetivo especifico
e Evaluar la esterilidad de los medios modificados liofilizados y mezclados.

e Evaluar la esterilidad del medio mezclado y liofilizado irradiado con gamma y
PANTA.

e Comparar el crecimiento de M. smegmatis en medios liofilizados estériles con
MODS convencional.

e Comparar el crecimiento de M. smegmatis en medios mezclados estériles con
MODS convencional.



V. MATERIALES Y METODOS

Se analiz6 seis tipos de medios modificados del medio en liquido 7H9-OADC:
Liofilizado mas radiacion gamma, mezclado mas radiacion gamma, liofilizado mas

PANTA, mezclado mas PANTA vy liofilizado (Figura 1).

Se evalud tres lotes por cada medio modificado a excepcién de los dos medios
esterilizados con PANTA, un lote. Cada lote estuvo conformado por 9 viales (v= 25
ml), donde cada vial permite 4 siembras o cultivos de M. smegmatis. Un lote del medio
liofilizado y mezclado esterilizados con radiacion gamma se establecié como un envio
al IPEN. El lote para el medio liofilizado fue equivalente a un ciclo de liofilizacion.
Finalmente, un lote del medio mezclado fue considerado como la preparacion del
medio en una fecha dada, con reactivos al pesados al momento. La descripcion de la
preparacion y evaluacion de los medios modificados es descrita en base a la unidad
minima de evaluacion, un vial.
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Figura 1. Flujograma de actividades. 1.Preparacion de las dos presentaciones de medio de cultivo, liofilizado y mezclado, y el medio MODS
(control) 2. Esterilizacién de las dos presentaciones mediante Radiacién gamma, el suplemento antimicrobial PANTA y la adecuacién de un
ambiente estéril por radiacion UV-C (solo en el caso del medio liofilizado) 3. Cultivo de Mycobacterium smegmatis en los medios estériles o
medios modificados 4. Evaluacion del crecimiento de M. smegmatis en los medios modificados, mediante el conteo de microcolonias
(cuantitativo) y el porcentaje de crecimiento (cualitativo), frente al crecimiento en el medio control. 5. Anélisis estadisticos comparativos para
el crecimiento de M. smegmatis en medios modificados y control.
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5.1.

5.2.

5.3.

Muestra bioldgica

Se utilizé la cepa mc2 155 de M. smegmatis del Laboratorio de Bioinformatica y
Biologia Molecular- LID de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). La
cepa fue guardada en la concentracion equivalente a la escala 1 de McFarland en un
volumen de 10 mL (3x107 cel/mL) en un tubo sellado, protegida de la luz y refrigerada
entre 2 y 8°C. Su uso se limité a un plazo no mayor a 15 dias sugerida en la Guia de
MODS (19).

Preparacion y evaluacion de la esterilidad de las presentaciones del medio
de cultivo: medios liofilizado y mezclado

Medio liofilizado.

El medio 7H9-OADC es preparado de la siguiente manera: 0.13 g de medio 7H9
Middlebrook (BD), 0.068 mL de glicerol (J.T BAKER), 0.027 g de Bacto™ casitona
(BD) y 22.5 mL de agua destilada. Seguidamente, se coloca en autoclave y en esterilidad
se agrega 10% de OADC (2.5ml). EI OADC fue preparado de manera manual mediante
la adicion de 120 ul de &cido oleico, 1.13 g de bovine serum albumin (BD), 23 g de
dextrosa (BD) y 0.007 g de catalasa para un volumen final de 50 ml (23).

El vial con 25ml de medio fue congelado a -72°C por 12 horas. Posteriormente fue
llevada a un equipo de liofilizacion y ejecutada de acuerdo al proveedor (Labconco,
modelo LYPH.LOCK 12) a una temperatura de -46°C y una presion entre 50 - 70 (10)-
3 MBAR.

Medio mezclado.

El medio fue preparado mezclando los componentes en polvo del medio 7H9-OADC. La
composicion para un vial fue la siguiente: 0.1475 g de medio Middlebrook 7H9 (BD),
0.0281 g de Bacto™ Casitona (BD), 0.125 g de bovine serum albumin (SIGMA), 0.0213
g de NaCl (MERCK) y 0.05 g de D-Glucosa (SIGMA). Los reactivos fueron pesados en
una balanza analitica (MS-TS) con una fidelidad de 0.1mg. El reactivo glicerol, por ser
liquido, fue autoclavado e incorporado en el momento del cultivo de la cepa.

La evaluacion de la contaminacion bacteriana o fungica fue realizada sembrando 20 pL.
de las dos presentaciones, reconstituidos en agua destilada estéril, en placas con agar
Luria- Bertani (LB-Difco) y agar Sabouraud glucosa (Difco) e incubados por 2 y 5 dias a
37°C y temperatura ambiente respectivamente.

Esterilizacion de las presentaciones liofilizado y mezclado por radiacion
gammay PANTA
Irradiacion gamma. Los viales con los medios secos mezclados vy liofilizados fueron

irradiados con radiacion gamma en el Instituto Peruano de Energia Nuclear (IPEN) con
5,10 y 15 kGy, potencia establecida por el sistema de Dosimetria Estandar de Referencia
ASTM 1026 (Fricke) del IPEN, usando las siguientes condiciones: Irradiador tipo 1,
marca Gammacell 220 Excel, modelo: C-198, serie: GS-401, radiacién gamma de Co-60
y condiciones ambientales: 19°C; 968 hPa.



PANTA. Se agreg6 500 ul del suplemento antimicrobial PANTA (BD) por vial, dosis
utilizada en la Guia de MODS (25).

La evaluacion de la contaminacion bacteriana o fungica fue realizada sembrando 20 pL
de los medios modificados, reconstituidos en agua destilada estéril, en placas con agar
Luria- Bertani (LB-Difco) y agar Sabouraud glucosa (Difco) e incubados por 2 y 5 dias
respectivamente.

5.4. Dilucionesy cultivo de M. smegmatis en los medios modificados
La cepa de M. smegmatis McFarland 1 fue diluido en los medios modificados estériles

reconstituidos con agua destilada (H20 () (1:1000, 1:5000, 1:10000 y 1:50000) como
indica el siguiente diagrama (Figura 2). Las placas fueron incubadas a 37°C (Thermo

Scientific™ 3311).
x
“ ' o | - - -
Medio modificado +
25ml de H:0
Tubao 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo &
Sul M samegmaris + 130 ul M smegmaris — 40 pl del mba 1+ 2150 pl del tubo I + 400 pl del tubo 4 +
500l medio modificade 2250 ol madio modificado 1960 pl de madio modificade 2250 pl de madio modificade 1600 pl de medio modificado
M rmegmatio .
McFarland 1 Cultivo
1 2 3 4
Dilucion
imd 1ml
1:1000 medio medio
modificad: medificade
- . . O . . O
- . . O . . O
- . . O . . O

Figura 2. Distribucion de las diluciones de M. smegmatis en la placa MODS.

Diluciones de M. smegmatis (1:1000, 1:5000, 1:10000, 1:50000) a partir de un vial de medio modificado
(v=25ml) y una muestra de M. smegmatis McFarlandl, dando como resultado el cultivo de muestras y dos
muestras control.
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5.5.

5.6.

5.7.

Seleccidén del dia de determinacion del porcentaje de crecimiento y conteo de
microcolonias

Se realizd un seguimiento del crecimiento de M. smegmatis McFarland 1 en las 4
diluciones en el medio convencional MODS. La eleccion del dia mas adecuado se basé
en la factibilidad, visibilidad y dispersion, de un conteo de microcolonias y la diferencia
de crecimiento en las distintas diluciones. El crecimiento de M. smegmatis en las
diluciones en las placas MODS fue observado bajo un microscopio invertido a un
aumento de 50X (TS100-Nikon) en los dias 1, 2 y 3 de incubacion.

Determinacion cualitativa y cuantitativa del crecimiento de M. smegmatis

en los medios liofilizados y mezclados
El crecimiento de M. smegmatis observado en el microscopio invertido (50X) en el dia
2 de incubacidn (dia elegido por un ensayo previo) fue registrado de dos maneras:
Determinacion cualitativa: Porcentaje crecimiento de M.smegmatis en el medio
modificado, teniendo como 100% al crecimiento de la misma cepa en el medio
convencional MODS (control). Los porcentajes fueron atribuidos del 0 al 100% |,
donde cero representa una nula similitud entre ambos cultivos y 100% una completa
similitud (Anexo 1).
Determinacion cuantitativa: NUmero de microcolonias en la méxima dilucion
(1:50000). EI conteo de microcolonias se realizé en 1 a 3 imagenes capturadas de todo
el pozo de siembra con una cdmara con una resolucion de 2,270 x 1,080 pixeles. El
conteo fue facilitado por el uso de la aplicacion mévil APD Colony Counter (Anexo
2).

Anélisis estadistico
Se evaluaron la normalidad de los datos, tanto del conteo de microcolonias y el

porcentaje de crecimiento mediante la prueba de Shapiro Wilk (p> 0.05) dando como
resultado una no normalidad por lo cual los datos fueron tratados por pruebas no
paramétricas. El porcentaje de crecimiento de M. smegmatis, datos cualitativos, entre
medios de cultivo fueron comparados con las pruebas Kruskal Wallis y post hoc Dunn.
El nimero de microcolonias, datos cuantitativos, en la dilucién, 1:50000 entre los
medios modificados y el medio control fueron comparados con la prueba Kruskal
Wallis. Los anélisis fueron realizados en el programa STATA version 15.



VI.

6.1.

RESULTADOS

Evaluacién de la esterilidad de los medios modificados

Las dos presentaciones del medio de cultivo, liofilizado y mezclado fueron preparados
(Figura 2) y se resuspendieron con agua destilada auto clavada. Ambas presentaciones
mostraron contaminacion bacteriana y fungica en las placas de agar LB y Sabouraud
respectivamente (Figura 3). Por otro lado, el medio liofilizado trabajado en un
ambiente descontaminado con radiacion UV-C no mostro contaminacion.

Figura 4. Evaluacion de la esterilidad de los medios recién preparados
A. Medio liofilizado en agar LB. B. Medio liofilizado en agar Sabouraud
C. Medio mezclado en agar LB. D. Medio mezclado en agar Sabouraud.
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6.2. Evaluacion de la esterilidad de los medios modificados tratados con radiacion
gammay PANTA
Los 15 cultivos del medio liofilizado y 15 del medio mezclado esterilizados con las 3
dosis de radiacion gamma 5, 10 y 15 kGy, mostraron esterilidad en las placas de agar
LB y Murashing & Scof (Figura 4). A partir de este resultado las siguientes
esterilizaciones de ambos medios se efectuaron a una intensidad de 5 kGy. Asimismo,
los 15 cultivos de los medios mezclados y liofilizados con PANTA no mostraron
contaminacion (Figura 5)

Figura 5. Evaluacion de la esterilizacion con radiacion gamma a tres
intensidades 5, 10y 15 kGy. A. Siembra de alicuotas del medio liofilizado
irradiado a las 3 intensidades (A=5 kGy, B=10 kGy, C=15 kGy). B,
Siembra de alicuotas del medio liofilizado irradiado a tres intensidades
mas el control negativo (c).

A

Figura 6. Evaluacién de la esterilidad de medios modificados con PANTA.
A. Turbidez de medio liofilizado A.1 Medio liofilizado en agar LB A.2 Medio
liofilizado en agar Sabouraud B. Turbidez de medio mezclado B.1 Medio
mezclado en agar LB B.2 Medio mezclado en agar Sabouraud.
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6.3. Porcentaje de crecimiento de M. smegmatis en los medios modificados

En la figura 6 y en la tabla 2 se muestran los resultados del porcentaje de crecimiento de
M. smegmatis en los medios mezclados y liofilizados en las 4 diluciones (1:1000, 1:5000,
1:10000, 1:50000). EI porcentaje de crecimiento en los medios modificados y
esterilizados con radiacion gamma fue similar al porcentaje de crecimiento en el medio
MODS convencional (p> 0.05).

El porcentaje de crecimiento en los medios modificados tratados con PANTA fue menor
al mostrado en el medio convencional MODS (p=0.001). Sin embargo, el efecto del
PANTA cambio con la dilucion de la cepa; en la dilucion 1:1,000, M. smegmatis crecio
un 30% y 60% en el medio mezclado y liofilizado con PANTA, respectivamente. En
diluciones mayores el crecimiento fue menor a 5% (Figura 6 y Tabla 1).
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Figura 7. Porcentaje de crecimiento de M. smegmatis por medio modificado en 4 diluciones:
1:1000 (A), 1:5000 (B), 1:10000 (C) y 1:50000 (D) en los medios modificados.

Medio control (MODS), MODS més PANTA (MODS+P); medio liofilizado (Liof), liofilizado méas
radiacion gamma (Liof+G), liofilizado mas PANTA (Liof+P); mezclado mas radiacion gamma
(Mezcl+G), mezclado méas PANTA (Mezcl+P)
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Tabla 1. Comparacion del porcentaje de crecimiento de M. smegmatis entre los medios
modificados usando diluciones Me (Mediana) p (p-value)

Dilucion de la cepa M. smegmatis

Medio de cultivo 1:1000 1:5000 1:10000 1:50000
Me p Me p Me p Me p
MODS (control) 1 1 1 1
Liofilizado 1 | NS 1 | NS 1 NS 1 NS
Liofilizado + radiacion gamma 1 | NS 1 | NS 1 NS 1 NS
Mezclado + radiacion gamma 1 | NS 1 | NS 1 NS 1 NS

La diferencia entre los seis medios frente al control fue acorde a la prueba no paramétrica Dunntest. NS: No
significativo, p> 0.05

6.4.

Seleccidn del dia de conteo de las microcolonias de M. smegmatis

En el primer dia de incubacion en el medio 7H9-OADC convencional de M. smegmatis
se observo crecimiento minimo con ausencia de microcolonias y bacilos separados. En
el segundo dia se observd una agrupacion mayor de los bacilos, dando lugar a
microcolonias con una distribucion y visibilidad adecuada para el conteo. Por otro
lado, al tercer dia de crecimiento
conglomerados, impidiendo su conteo (Figura 8).

Dial

Figura 8. Registro del crecimiento de M. smegmatis durante los tres primeros dias

Dia2

Dia3

las microcolonias bacterianas formaron

de siembra. Observacion de microcolonias de M. smegmatis en el medio 7H9-OADC,
bajo un microscopio invertido (50X), en los dias 1, 2 y 3 de siembra.
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6.5.

Numero de microcolonias (cuantitativo) de M. smegmatis en los medios
modificados

El nimero de microcolonias de M. smegmatis contados en la dilucion 1:50000 fue similar
entre el medio mezclado esterilizado con radiacion gamma y el control MODS

convencional (p=0.65) (Figura 9, Tabla 2).

1200 =

800 - J_

de colonias(UFC)

Tl I |
|

600 =

NUmero de unidades formadoras

Figura 9. Nimero de microcolonias de M. smegmatis por medio modificado en la
dilucion 1:50000. Control (MODS), MODS méas PANTA (MODS+P); medio liofilizado
(Liof); medio liofilizado con radiacion gamma (Liof +G); medio liofilizado mas PANTA
(Liof+P); medio mezclado con radiacion gamma (Mezcl+G), medio mezclado mas PANTA
(Mezcl+P).

Tabla 2. Comparacién del nimero de microcolonias de M. smegmatis entre los medios
modificados. Los valores corresponden a la mediana (Me) del nimero de microcolonias,
Rango intercuartil (IRQ) y la significancia.

Tipo de medio Me (.jEI numero de IRQ Significancia
microcolonias
MODS (Control) 868.5 90
Liofilizado 820 83 * (p=0.048)
Liofilizado + Radiacion gamma 765 73 * (p=0.0001)
Mezclado + Radiacion gamma 870 120 NS (p=0.65)

NS: No significativo, p > 0.05; * =p <0.01
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VII.

DISCUSION

Las dos presentaciones del medio de cultivo 7TH9+OADC, liofilizado y mezclado, requieren ser
estériles para evitar algun tipo de contaminacion en el cultivo final de M. smegmatis. EI medio
liofilizado incluye en su elaboracién un paso de autoclavado. Sin embargo, este medio estéril es
expuesto al ambiente por un corto periodo al ser transferido y retirado del equipo de liofilizacion.
Este momento fue suficiente para mostrar contaminacion bacteriana y fangica en las placas de
agar LB y Saboraud respectivamente. Por esta razon esta presentacion tuvo que ser esterilizado
con radiacion gamma o PANTA.

Mas adelante, adecuamos un ambiente con el minimo de contaminacion posible (corroborado
mediante la colocacion de placas de agar Murashige y Skoog, LB, Saboraud en el ambiente).
Para conseguir ello instalamos un ambiente con un sistema de radiacion UV-C, limpieza de las
superficies con amonio cuaternario (TEGO) y el personal debidamente protegido (gorra, cubierta
de zapato y mandil descartable) con la finalidad de poner evaluar este medio sin otro factor
adicional. Este acondicionamiento no seria necesario si se utilizara un modelo distinto de
liofilizador que entre sus beneficios brinda un sellado a presion finalizado el proceso. Nuestra
primera alternativa de descontaminacion por radiacion. La presentacion liofilizada presenta
ventajas como la reduccion de un 75% de humedad, lo que lo hace menos susceptible a una
contaminacion. Asimismo, presenta una estructura porosa de facil hidratacion y la capacidad de
transportarlo a una temperatura no estricta, que reduce el precio de transporte y con ello el costo
del producto (21) (24).

Por otro lado, el medio mezclado sin previo tratamiento de esterilizacién mostré contaminacion
bacteriana y fungica propio del estado natural en que se encuentran, a temperatura ambiente o en
refrigeracion, pero expuestos al ambiente cuando se pesan.

El medio liofilizado, sin ninguna modificacion a su ambiente de elaboracidn su preparacion, y el
medio mezclado fueron descontaminados mediante la exposicion a radiacién gammay el reactivo
antimicrobial PANTA. Estos tratamientos son importantes, en especial en el medio mezclado
porque no presenta tratamiento previo de esterilizacion. Al final de esta descontaminacion
obtuvimos los “medios modificados” como denominados a las presentaciones estériles de los dos
medios: Medio liofilizado (ambiente con UV-C), medio liofilizado con radiacion gamma, medio
liofilizado m&s PANTA medio mezclado con radiacion gamma, y medio mezclado mas PANTA.

El medio liofilizado, esterilizado con radiacion gamma y con acondicionamiento UV, presentd
un porcentaje de crecimiento, en las 4 diluciones, de M. smegmatis similar al crecimiento en el
MODS convencional. Sin embargo, los resultados en el conteo de microcolonias mostré una
ligera diferencia frente al crecimiento de la micobacteria en el medio mezclado y el control (p<
1). La esterilizacion con radiacion gamma implica la exposicion de la muestra a rayos con un
alto nivel energético, que dafian el material genético de los microorganismos contaminantes y
evitan su multiplicacion. En este concepto de ha logrado esterilizar diversos productos biologicos
(9) (25). Sin embargo, algunos componentes son sensibles a esta radiacion, como es el caso de
vitaminas o0 macronutrientes que estan presentes en el medio de cultivo: Albumina, suero bovino
0 caseina (26). Asimismo, el medio liofilizado contiene 15% de humedad a diferencia del medio
mezclado, producto seco; este microambiente hidratado, favorece la difusidn de los rayos gamma
en la muestra por medio de productos de radiacion difusibles principalmente del disolvente,
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intensificando el dafio (27). Esta situacion no se observa en las muestras secas como el medio
mezclado, al carecer de productos de radiacion difusibles y el posible dafio por radiacion es por
el efecto directo de la radiacion a las moléculas (27).

Los medios mezclados y liofilizados fueron esterilizados eficientemente con el reactivo
antimicrobiano PANTA. Pero, mostraron un crecimiento disminuido de M. smegmatis al dia 2
de incubacion. Este cultivo tuvo un seguimiento hasta el dia 5, donde mostrd un nulo 0 minimo
crecimiento de la cepa, confirmando su accion inhibitoria para esta cepa micobacteriana no antes
reportada. EI PANTA es una mezcla liofilizada de agentes antimicrobianos que tiene como
blanco la eliminacion de bacterias orales, por lo que elimind contaminacién fangica y bacteriana
(3). Este reactivo es utilizado para descontaminar las muestras de esputo para el diagnéstico en
MODS, por lo que acompana el crecimiento de M. tuberculosis en un cultivo positivo (3). En
este sentido, los medios mezclado y liofilizado, esterilizado con PANTA podrian ser usados para
un estudio posterior en M. tuberculosis.

El porcentaje de crecimiento de la cepa en los medios modificados con PANTA, en las 4
diluciones, son menores al control MODS (Figura 6) (p<0.05). El PANTA redujo el porcentaje
de crecimiento dependiendo de la dilucién de la cepa, a mayor dilucion el efecto es mayor; asi,
en la dilucién mayor (1:50000) el crecimiento fue casi nulo. No hay reportes que indiquen un
efecto negativo del PANTA en el crecimiento de M. smegmatis. Por lo que, este trabajo presenta
una primera informacion de este efecto.

El porcentaje de crecimiento de M. smegmatis en los medios modificados sin PANTA, en las 4
diluciones, son similares al porcentaje de crecimiento en el medio MODS convencional (Figura
7) (p > 0.05), lo que indica a ambas presentaciones del medio de cultivo como aptas para el
crecimiento de la cepa de micobacteria utilizada. Las cuatro diluciones trabajadas en este estudio
partieron de la dilucion 1:1000, utilizada en el control positivo del método MODS convencional
en el diagnostico de M. tuberculosis. Diluciones mayores se utilizaron para evaluar el grado de
eficiencia de los medios de cultivo modificados. Esto permitié conocer la capacidad de los
medios para permitir el crecimiento de bajas cargas bacilares como podria suceder en el futuro
uso de estos medios para el diagnostico de personas con cargas bajas de M. tuberculosis. Los
resultados mostraron que el crecimiento de M. smegmatis en los medios liofilizado, liofilizado
con radiacion gamma y mezclado con radiacién gamma tiene un porcentaje de crecimiento
similar al control, infiriendo asi que las dos presentaciones del medio de cultivo, liofilizado y
mezclado, poseen propiedades similares al medio convencional MODS

El método de cultivo MODS para diagnosticar M. tuberculosis ha demostrado tener una alta
rentabilidad diagndstica frente al resto de pruebas convencionales, siendo una prueba costo
efectiva. Sin embargo, a pesar de toda la evidencia favorable pocos paises lo han implementado.
Para simplificar el equipamiento necesario para la implementacion del MODS, investigadores de
la Universidad Nacional de Ingenieria y la Universidad Peruana Cayetano Heredia han
desarrollado alternativas econdémicas para reemplazar el microscopio invertido incluso hasta con
camaras digitales convencionales (28) (29).

En el método MODS la presencia de M. tuberculosis se determina como positivo o negativo en
el que la presencia de bacterias ya sea en forma escasa o0 abundante es detectada. En este estudio
se evalué el crecimiento de M. smegmatis en forma cualitativa usando el porcentaje de
crecimiento en los medios modificados con respecto al medio MODS convencional y cuantitativa
usando el conteo de microcolonias en la dilucién més alta (1:50000). El anélisis cualitativo
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VIII.

mostré que los medios modificados sin PANTA (mezclado con radiacion gamma, liofilizado y
liofilizado con radiaciébn gamma) no alteran el porcentaje de crecimiento de M. smegmatis. El
medio mezclado no fue expuesto a tratamientos previos como homogenizacion ni autoclavado;
por otro lado, el medio liofilizado ha sido homogenizado, autoclavado y liofilizado proceso de
deshidratacion que de acuerdo a literatura no altera de manera significativa sus propiedades
(8)(30); estos procedimientos no afectan al medio 7H9-OADC por lo que el crecimiento de M.
smegmatis en los medios modificados sin PANTA es similar al control.

En el diagnostico de M. tuberculosis, la prueba MODS se ve afectada por la carga bacteriana en
las muestras de esputo. Los pacientes, en periodo temprano de enfermedad, pueden tener
muestras con bajo numero de micobacterias dificultando su deteccidn; por lo que conocer
diferencias menores en los medios es de utilidad para seleccionar un medio de cultivo. El analisis
cuantitativo mostro que solamente el medio mezclado més radiacion gamma tiene el nimero de
microcolonias similar al presente en el medio MODS convencional (p=0.65). Sin embargo, el
nmero de microcolonias en el medio liofilizado presenta una semejanza con el medio MODS
convencional muy cercana a la significancia estadistica (p=0.048).

Los medios propuestos para el uso como Kit en la prueba de MODS para la deteccién de M.
tuberculosis son los medios mezclados con radiacion gamma y medio liofilizado. A partir de este
trabajo, se sugiere realizar nuevos ensayos con estos medios modificados para el desarrollo de
un prototipo de kit de diagndstico de tuberculosis.

Los resultados de este estudio servirdn para el desarrollo de un kit del cultivo MODS con el
objetivo reducir la complejidad y el costo de esta prueba evitando la adquisicién de los
componentes del medio y preparacion de los medios.

CONCLUSIONES

e La exposicion a radiacion gamma y la incorporacion del suplemento antimicrobiano PANTA
esterilizaron a los medios liofilizados y mezclados.

e EIl medio liofilizado en un ambiente estéril acondicionado; el medio liofilizado y mezclado
esterilizados con radiacion gamma mostraron un porcentaje de crecimiento de M. smegmatis
similar al crecimiento en el medio convencional MODS.

e El medio mezclado con radiacion gamma mostré similar nimero de microcolonias al medio
convencional, mientras que el medio liofilizado y el medio liofilizado con radiacion gamma
mostraron menor nimero de microcolonias con respecto al medio convencional.
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X. ANEXO 1

Medio de cultivo

Dilucién de M. smegmatis (McFarland 1)

1:5000 1:10000

Medio
convencional
MODS (Control)

Porcentaje de crecimiento (%)

1:50000

Medio modificado

Porcentaje de crecimiento (%) |

Medio Liofilizado +
radiacion gamma
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Medio liofilizado +
PANTA

Porcentaje de crecimiento (%)

Medio mezclado +
Radiacion gamma

Porcentaje de crecimiento (%)

Medio mezclado
+PANTA

Porcentaje de crecimiento (%) 20 5

Evaluacion cualitativa . Porcentaje de crecimiento de M. smegmatis en los medios modificados tomando como referencia el crecimiento de la
misma cepa en el medio convencional MODS (control) (rojo) de manera independiente para cada dilucién (azul).
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ANEXO 2

A .. EditimageActivity : B I:"‘:' EditimageActivity

| 63 Colonies

Colour

Evaluacion cuantitativa Numero de microcolonias en la dilucion 1:50000 de M.smegmatis, mediante la captura de iméagenes
al pozo de cultivo y el uso de la aplicacion movil APD Colony Counter. A. Medio convencional MODS B. Medio modificado
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