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RESUMEN

La tuberculosis permanece como una enfermedad desafiante en el mundo. La
deteccion de casos y de resistencia frente a los fArmacos es vital. La baciloscopia
convencional demuestra baja sensibilidad y las pruebas de sensibilidad son lentas.
Las actuales herramientas diagnosticas requieren equipos sofisticados e insumos
costosos. Con el objetivo de mejorar el diagnostico actual, esta investigacion
doctoral: 1) Reporta dos variantes de la baciloscopia utilizando la tincién Ziehl-
Neelsen y fluorescencia con Auramina y la concentracion de micobacterias
mediante la filtracion del esputo con presion positiva y negativa; 2) Evalua el
desempefio del método de microdilucién en caldo como prueba de sensibilidad en
cepas de tuberculosis resistentes a los farmacos usando la placa UKMYC6 y 3)
Evalla el desempefio de la microscopia sin lentes Cytonote para reconocer y
diagnosticar tuberculosis en los cultivos MODS. La sensibilidad de las variantes
microbioldgicas, pellet y pellet diluido fue un 7,1% y un 2% mayor en ZN y AF
respectivamente, en comparacion con el frotis directo y la filtracién con presion
positiva mejord el rendimiento del frotis directo estandar. La placa UKMYC6
permitio determinar la concentracion minima inhibitoria para 13 farmacos en cepas
resistentes y muestra buenos resultados diagnosticos para rifampicina, isoniazida,
etambutol, etionamida, kanamicina y levofloxacina. Las imagenes obtenidas con
Cytonote mostraron sensibilidades del 86.7%/97,4% para los cultivos de cepas
puras y de 70,3%/86,6% para los cultivos de esputo comparados con el método
MODS. En conclusidn, las variantes propuestas y el uso de Cytonote demuestran

ser ensayos simples, econémicos y fiables que pueden ser usados en forma



extensiva para el diagnostico de la tuberculosis. El uso de la placa UKMYC6
permite determinar la susceptibilidad a una amplia gama de farmacos en una sola

plataforma asegurando un adecuado tratamiento para los casos resistentes.

PALABRAS CLAVE: Métodos de diagnostico, baciloscopia, cultivo, pruebas de

susceptibilidad, tuberculosis



ABSTRACT

Tuberculosis remains a challenging disease in the world. Detection of cases and
drug resistance is vital. Conventional smear microscopy demonstrates low
sensitivity and sensitivity testing is slow. Current diagnostic tools require
sophisticated equipment and expensive supplies. With the aim of improving current
diagnosis, this doctoral research: 1) Reports two variants of smear microscopy
using Ziehl-Neelsen and Auramine fluorescence staining and the concentration of
mycobacteria in sputum by positive and negative pressure filtration; 2) Evaluates
the performance of the broth microdilution method as a susceptibility test in drug-
resistant tuberculosis strains using the UKMYC6 plate and 3) Evaluates the
performance of Cytonote lensless microscopy to recognize and diagnose
tuberculosis in  MODS cultures. The sensitivity of the microbiological variants,
pellet and diluted pellet was 7.1% and 2% higher in ZN and AF respectively,
compared to the direct smear. The proposed variants and positive pressure filtration
improved the performance of the standard direct smear. The UKMYC6 plate
allowed the determination of the minimum inhibitory concentration for 13 drugs in
resistant strains and shows good diagnostic results for rifampicin, isoniazid,
ethambutol, ethionamide, kanamycin and levofloxacin. Images obtained with
Cytonote showed sensitivities of 86.7%/97.4% for pure strain cultures and
70.3%/86.6% for sputum cultures compared to the MODS method. In conclusion,
the proposed variants and the use of Cytonote prove to be simple, cheap and reliable

assays that can be used extensively for the diagnosis of tuberculosis. The use of the



UKMYC6 plate allows the determination of susceptibility to a wide range of drugs

in a single platform, ensuring adequate treatment for resistant cases.

KEY WORDS: Diagnostic methods, smear microscopy, culture, susceptibility

tests, tuberculosis



I. INTRODUCCION

I.1. Introduccion

La tuberculosis (TB) es considerada la enfermedad infectocontagiosa que
mas muertes ha causado desde los inicios de la humanidad. Se plantea que
Mycobacterium tuberculosis (MTB) el agente causal de esta enfermedad, se origind
en el Neolitico hace més de 150 millones de afios [1]. Su presencia se ha reportado
en momias egipcias e incas y desde esas épocas se presume que acompafa al
hombre, sin embargo, no fue hasta 1750, durante la Revolucion Industrial, la que
contribuy6 a su mayor transmision a causa de las malas condiciones existentes,
particularmente al hacinamiento, desnutricion y falta de saneamiento. Su alta
infectividad acompafiado de un tratamiento largo y con posibilidad de resistencia a
los farmacos, hace que se mantenga presente como una enfermedad desafiante en
el mundo [1, 2].

Mayormente la TB afecta los pulmones y se propaga en el aire cuando las
personas afectadas expulsan las bacterias principalmente al toser o estornudar. Por
lo general, los sintomas de la persona afectada son tos fuerte (por mas de 2
semanas), debilidad, pérdida de peso, escalofrios y fiebre La mayoria de personas
son capaces de contenerla (estado latente), sin embargo, una pequefia proporcion
de personas infectadas (5-10%) van a desarrollar la enfermedad.

En la actualidad, a pesar de los esfuerzos para su control, la TB sigue
presente como un importante problema de salud puablica. En el afio 2021, segun
datos reportados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), un tercio de la
poblacién mundial estaba infectada con TB. De ellos, 10,6 millones de personas

enfermaron y 1,6 millones murieron. Estos datos han permitido que la TB sea



considerada la segunda causa de muerte por algin agente infeccioso después del
COVID-19 [3].

El aumento considerable de casos se atribuye a diversas causas,
principalmente al aumento progresivo de la resistencia a los farmacos, que
potencian la enfermedad originando retrasos en el diagndstico y falta de adherencia
al tratamiento. Los pacientes con TB farmacorresistente (TB-DR) a diferencia de
los que tienen TB sensible, son pacientes méas dificiles de tratar, requieren de un
mayor tiempo de tratamiento y presentan una recuperacion solo del 60% [4]. Esto
es debido a que varios de los farmacos usados en ellos estan poco caracterizados,
no son tan eficaces, producen efectos adversos y presentan un costo elevado. El
panorama en este caso no es alentador, se reporta que el nimero de casos de TB-
DR tratados se redujo en un 15% de 177 100 en el 2019 a 150 359 en el 2020
acompafado de un éxito reducido al tratamiento de solo el 59% de casos. Por otro
lado, el incremento de pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), potencian el riesgo de contraer la enfermedad y morir. Segin datos
reportados por la OMS en el 2020, este grupo representa el 8% de los casos totales
de TB, de ellos 214 000 fallecieron [5]. Es, por tanto, que la aparicion de las formas
resistentes a los farmacos y la confeccion con el VIH funcionan como los
principales impedimentos para su control y erradicacion.

Frente a ello, el diagnostico temprano y el tratamiento oportuno de la
enfermedad deberian ser los pilares mas importantes para reducir y controlar la alta
carga de la TB y la TB-DR. Sin embargo, los esfuerzos realizados se han visto
gravemente limitados especialmente por pruebas de diagnostico imperfectas, que

mayormente son poco sensibles y lentas. En las Ultimas décadas, se han



desarrollado nuevas herramientas de diagnostico microbioldgicas y moleculares,
para la deteccion de casos y de resistencia a los fa&rmacos. Sin embargo, la mayoria
son de uso limitado dado su costo elevado para su implementacion especialmente
en los puntos de atencion de los paises de bajos recursos donde se reportan las
cargas més altas de TB. En ese sentido, son necesarias nuevas herramientas y

métodos para el diagndstico de esta enfermedad.

1.2. Antecedentes

1.2.1. Biologia de Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis fue descubierto por Robert Koch en 1882.
Pertenece al orden de los Actinomicetales, familia Mycobacterriaeceae, género
Mycobacterium, especie tuberculosis. EI género Mycobacterium agrupa a mas de
120 especies, la mayoria son ambientales y no patdgenas y se les denomina como
micobacterias no tuberculosas (MNT); En el caso de MTB, esta integrado dentro
del complejo M. tuberculosis con otras 5 especies: M. bovis, M. africanum, M.
caprae, M. microti y M. canetti. Fenotipicamente no se diferencian entre ellas sin
embargo M. tuberculosis es la mas frecuente de aislar en mas del 95% de los casos.
Es un patogeno intracelular obligado cuyo hospedero frecuente es el hombre,
desencadenando en ellos respuesta de inmunidad celular. Las micobacterias son
bacilos Gram positivos, aerobios que adoptan forma de bastoncillo de extremos
redondeados, no moviles ni esporulados de 0,2-0,6 x 1x10 um de tamafio. Se
dividen lentamente, cada 18-20 horas, en comparacion a los 20 minutos de la
mayoria de bacterias y se inactiva con radiacién ultravioleta y/o temperaturas por

encima de 60°C [6]. Su gruesa pared celular es compleja, hidrofobica y rica en



lipidos (60%), estd compuesta por tres macromoléculas unidas covalentemente
entre si  (peptidoglicano, arabinogalactano y &cidos micélicos) y un
lipopolisacarido, lipoarabinomanano (LAM), que se cree que estid anclado a la
membrana plasmatica con una capa caracteristica de acidos micdlicos que le
confiere una fortaleza contra el ambiente bactericida en los macréfagos, barrera
contra los farmacos, fuente de virulencia, asi como resistencia a las decoloraciones
acidas [7]; de ahi el calificativo de bacilos alcohol acido resistente (BAAR) (Figura
1). Se les puede detectar en los extendidos de las muestras de esputos solos o

agrupados.
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Figura 1. Estructura de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis.
Tomado de: Martynov et al., (2016) [8].
1.2.2. Fisiologia

El mecanismo de trasmisién mas importante para el contagio de la TB es la
via aérea. La persona enferma al toser, estornudar, hablar o cantar, elimina pequefias
gotas en forma de aerosoles siendo las gotas de 1-5 um cargadas de micobacterias,

las que pueden quedar suspendidas en el aire de minutos a horas y por via aérea son



capaces de infectar a otras personas depositandose en sus alveolos pulmonares [7,
8]. Despues de ingresar MTB al organismo puede darse 2 diferentes situaciones:
(1) En la mayoria de casos (90-95%) se da la contencidn de la infeccién donde los
pocos bacilos que llegan a los alveolos son fagocitados por los macréfagos [7, 8] o
(2) se produce la enfermedad en el 10 % de los infectados [7-9], de ellos, la mitad
se da en forma temprana, a los pocos meses de la infeccion, mientras que el otro
5% en un tiempo mayor, en ocasiones hasta décadas para la reactivacion endégena

de las lesiones aparentemente curadas que contienen a las micobacterias (Figura 2).
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Figura 2. Fases de Infeccién por Mycobacterium tuberculosis. Tomado de: Rook

etal., (2005) [9].

Cuando las bacterias resisten la destruccion por parte de los macrofagos
alveolares, pueden multiplicarse dentro de los macréfagos y destruirlos para
liberarse al medio extracelular donde se expanden a los ganglios linfaticos, ingresan
a la circulacion y vuelven a diseminarse a los pulmones, afectando asi

potencialmente cualquier érgano del cuerpo del paciente [7-9].
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Figura 3. Fisiopatologia de Mycobacterium tuberculosis. Tomado de: Koch 'y
Mizrahi (2018) [10].
1.2.3. Epidemiologia

La TB se presenta como la enfermedad infecciosa que produce la mayor
mortalidad en el mundo superada solo por el COVID-19. El panorama actual es
desolador y se acentla mas tras la pandemia del COVID que ha revertido el
progreso de los programas de control, asi como la capacidad de deteccion de
casos en muchos paises [5]. Segun el reporte del 2020 de la OMS, la mayoria de
las personas que desarrollaron TB eran hombres adultos. EI 43% de los casos
nuevos se produjo en el Asia Sudoriental, seguida de Africa con el 25% y 18%
en el Pacifico Occidental. EI 90% de los nuevos casos de TB ocurrieron en 30
paises siendo 8 de ellos los que representan los dos tercios de los nuevos casos
de TB: India, China, Indonesia, Filipinas, Pakistan, Nigeria, Bangladesh y
Sudafrica. El impacto mas notorio reportado, es la gran caida del nimero de
personas recién diagnosticadas la cual disminuy6 en un 18%, de 7,1 millones en

el 2019 a 5,8 millones en el 2020. En el caso de la TB resistente, se



diagnosticaron a unas 465 000 personas de las cuales solo una de cada tres tuvo
acceso al tratamiento [5]. Las tasas de incidencia difieren en todo el mundo,

como puede observarse en la figura 4.
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B not applicable

Figura 4. Tasas estimadas de incidencia de TB en el 2020. Tomado de OMS

(2021)[5].

1.2.3.1. Situacion mundial de la tuberculosis farmacorresistente (TB-DR)

La TB farmacorresistente (TB-DR) es considerada la forma mas compleja
para tratar la enfermedad a diferencia de la TB susceptible, representa un problema
grave y amenazante para la salud mundial dado que conlleva a un mayor nimero
de casos y muertes [5]. Desde el 2021, en respuesta a opciones de tratamiento mas
eficaces para los casos con resistencia, un grupo de expertos de la OMS actualizo
la clasificacion de la TB-DR en 5 categorias: TB resistente a la isoniazida, TB
resistente a la rifampicina (TB-RR), TB multidrogorresistente (TB-MDR), que es
definida como la TB resistente tanto a la isoniazida (INH) y la rifampicina (RIF),
la TB pre extremadamente resistente (TB-pre-XDR) que es la TB-MDR/RR con
resistencia adicional a una fluoroquinolona sea levofloxacina o moxifloxacina.

Finalmente, la TB extremadamente resistente (TB-XDR) que es la TB maés dificil



de curar y que se define como una TB-pre-XDR con resistencia adicional a otro
farmaco del grupo A (bedaquilina o linezolid) [11]. La OMS espera que estas
nuevas definiciones también conduzcan a una mejor notificacion, vigilancia y
seguimiento de todos los casos resistentes. En 2020, EI nimero total de personas
detectadas con TB-DR disminuyé un 22% entre 2019 y 2020, con 157 903 nuevos
casos (132 222 casos de TB-MDR y TB-RR y 25 681 casos de TB pre-XDR 0

XDR) [12].

1.2.3.2. Situacion mundial de la TB multidrogorresistente (TB-MDR) y TB
resistente a la rifampicina (TB-RR)

A nivel mundial, se estima que el 3.6% (IC 95 %: 2,7-4,4 %) de personas
con TB padecen de TB-MDR o TB-RR (TB-MDR/RR) entre los casos nuevos
siendo mayor aun entre los casos previamente tratados con un 18 % (IC 95 %: 11—
26%) [3]. Entre el afio 2015 y el 2020 el nimero de casos se mantuvo estable, pero
se incrementd en el 2021. Se estima que hubo 450 000 casos reportados (1C 95 %:
399 000-501 000) un 3,1 % mas que los 437 000 (IC 95 %: 390 000-483 000) en
el 2020. El incremento de casos se explica por el aumento de la incidencia general
de TB entre 2020 y 2021 causado por el impacto de la pandemia del COVID-19
[3].

Con respecto al tratamiento, 2 de cada 3 personas que padecen TB MDR/RR
no reciben tratamiento adecuado, En el 2021 hubo una reduccion del 15% de las
personas que recibieron tratamiento (177 100 y 150359 en el 2019 y 2020
respectivamente) [12]. La tasa de éxito al tratamiento fue solo del 59% y 180 000

casos, que representa el 11% fallecieron [13]. Todo ello debido al aumento



considerable de casos resistentes, asi como la poca disponibilidad de
medicamentos, a las brechas socio econdémicas y de igual forma al impacto del
COVID-19 que imposibilito el acceso a los servicios de salud [12].

Tres paises representan el 42% de los casos globales en el 2021: India
(26%), la Federacion Rusa (8,5%) y Pakistan (7,9%). Las proporciones més altas
(>50% de los casos previamente tratados con TB-MDR/RR) son encontrados en la
Federacion Rusa y en varios paises en Europa del Este y Asia Central. En 105
paises, el 20 % de las personas con este tipo de resistencia, también presentan
resistencia a las fluoroquinolonas [11].

La figura 5 muestra la incidencia estimada de TB-MDR/RR en el 2021, para
paises con al menos 1000 casos incidentes, siendo siete los paises con la carga mas
alta en términos de numero de casos y que representaron dos tercios de los casos de
TB-RR/MDR a nivel mundial en 2021[3].

El factor de riesgo mas importante para adquirir la TB-MDR es tener una
historia de tratamiento previo. Otros factores de riesgo varian segun el entorno, pero

pueden incluir la hospitalizacion, el encarcelamiento y la infeccion por el VIH.
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Figura5. Tasas estimadas de incidencia de TB-RR/MDR en el mundo en el afio

2021. Tomado de: OMS (2022)[3].



1.2.3.3. Situacion mundial de la TB pre extremadamente resistente (TB-pre-
XDR) y la TB extremadamente resistente (TB-XDR)

La TB-pre-XDR y la TB-XDR son las formas mas agresivas y letales de la
enfermedad, dado que son resistentes a la mayoria de farmacos utilizados para el
tratamiento de la TB y por tanto un problema serio para su control y erradicacion.
Se encuentran ampliamente distribuidas y se asocian a una desoladora respuesta al
tratamiento y alta probabilidad de morir. Los datos disponibles son escasos, sin
embargo, a fines del 2018 se reportaba que al menos un caso de TB-XDR habia
sido notificado por los 131 paises miembros de la OMS. En el 2020, se detectaron
25 681 casos de pre-TB-XDR o TB-XDR en el mundo [5]. La informacion
disponible sefiala que el 6.2% (RI 95 %: 4,4-8,2 %).de los casos con TB-MDR
también presentaban TB-XDR, siendo Bielorrusia (29%) y Lituania (25%), los
paises con la proporcion mas alta de casos. El éxito del tratamiento es muy bajo,

con solo un 39% [13].

1.2.3.4. Situacion de la tuberculosis en el Peru

La historia de la TB en el Per( data desde la época prehispanica y su presencia
se evidencia gracias a las lesiones tuberculosas 6seas en momias de la época y que
fueron descritas por cronistas en la conquista. El problema siguié durante la época
republicana y desde ahi se mantiene como una enfermedad endémica [14].

En la década de los afios 1980, el Peru fue calificado como un pais con
endemia severa dada sus altas tasas de prevalencia e incidencia con cobertura al
tratamiento limitado. Dado este panorama, en 1990 con el acceso a recursos
econdmicos y capacitaciones al personal de salud, se fortalece el programa de

control que permitié tratamientos gratuitos, mejorar el diagnostico, asi como
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impulsar el tratamiento directamente supervisado de corta duracion considerado en
su época como un gran modelo para los paises con alta endemia. Como resultado,
se logro curar al 85% de los casos de TB sensible y reducir la mortalidad
significativamente. Ello permitio que el Per( fuera removido de la lista de los 23
paises con mayor prevalencia de TB en el mundo. Sin embargo, a mediados de la
década de los 90 se detectaron también los primeros casos de TB-MDR en el pais
y hasta el 2003, se observo una disminucion sostenida mayor al 8% anual de los
casos. Posterior a esta época, el panorama epidemiolégico permanece estacionario
y desafiante [15].

Actualmente el Per(, se encuentra entre los 30 paises con la mayor carga de
TB-MDR a nivel mundial. De igual forma su posicion dentro de la Region de las
Américas no es alentadora. En el afio 2019, se notificaron 39 000 casos que
representa el 13,4 % de los casos totales del continente y con respecto a los casos
TB-MDR/RR y TB-XDR ocupa el primer lugar con 1464 y 89 casos

respectivamente [16,17].
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Figura 6: Namero estimado de casos notificados de TB-MDR y TB-XDR del
2016 al 2021 en el Peru. Tomado de: Ministerio de Salud-Portal de Informacién

Peruano (2021)[17].
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Las tasas de morbilidad e incidencia hasta el 2019 han permanecido estables
en el Pery; sin embargo, disminuy¢ a partir del 2020 dado el impacto negativo de
la pandemia COVID-19 donde no hubo acceso a los servicios de salud de TB y los
datos no reflejan ciertamente los casos nuevos ni cuantos estan enfermos

actualmente [17]. Ver Figura 7.
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Figura 7. Tasas de morbilidad e incidencia de tuberculosis en el Pera.
Tomado de: Ministerio de Salud-Portal de Informacién peruano (2021)[17].
Notas: Hasta el 2017 informe operacional manual, 2018 sistema de informacion
gerencial de la tuberculosis (SIGTB).

Abreviaturas: TBPFP=Tuberculosis pulmonar frotis positivo

Los casos de TB estan distribuidos en los 24 departamentos del pais, sin
embargo, su capital Lima y la Provincia Constitucional del Callao alberga al 61%
de los casos de TB, el 78% de los casos de TB-MDR y 83% TB-XDR.
Adicionalmente, Tacna Ucayali, Madre de Dios, Loreto y Tumbes son los

departamentos con las mas altas cargas de TB.

12



1.3. Métodos de diagndstico microbioldgico

El diagnostico de la TB se establece a partir de los signos y sintomas clinicos
que presenta la persona afectada, sin embargo, su confirmacion descansa en la
microbiologia, es decir, la deteccion de MTB a partir de una muestra bioldgica.
[18]. EI diagnostico microbioldgico, pese a los esfuerzos para el desarrollo de
nuevas herramientas diagndsticas, sigue dependiendo del uso de la baciloscopia, el
cultivo y pruebas de susceptibilidad que permiten detectar y conocer el patron de
resistencia de MTB frente a los farmacos. Ningun método consigue captar el 100%
de afectados, por lo que el 10-15% de casos de TB pulmonar y hasta el 50% en
algunas formas de TB extrapulmonar no tendran confirmacion microbioldgica y se
apoyaran en la clinica y en la respuesta al tratamiento [19]. Aun asi, los ensayos
microbioldgicos son las pruebas de referencia en el diagndstico de la enfermedad.
1.3.1. Baciloscopia

La baciloscopia es el método de uso universal para el diagnostico de la TB,
fue desarrollado hace méas de 100 afios por Franz Ziehl y Frederick Neelsen y es
hasta hoy la base del diagndstico en muchos paises dado que es simple, rapido y
econdmico en el cual las micobacterias previamente coloreadas son observadas
directamente de una muestra clinica usando un microscopio.

La tincion clasica mas utilizada es la coloracion de Ziehl-Neelsen (ZN) que
tifie a las micobacterias de rojo sobre un fondo azul, es considerada la prueba de
primera eleccion en el diagnostico, sin embargo, su limitante es su baja sensibilidad
(40-50%) ya que se necesita 10* bacilos/mL o mas para poder ser detectados,
asimismo, en pacientes con TB extrapulmonar, coinfectados con el VIH y en

pediatricos el rendimiento es aun menor [20, 21]. El resultado de la tincion se
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expresa en una escala semicuantitativa de 0 a 3 cruces, que reflejan la intensidad de
la carga bacteriana, por tanto, la baciloscopia puede ayudar al diagnostico,
determinar la extension de la enfermedad, al monitoreo del tratamiento, asi como
indicador de contagiosidad del paciente.

En los ultimos afios, una alternativa a la baciloscopia convencional con ZN
es el uso de tinciones fluorescentes como la auramina que permite una deteccion
mas rapida y lecturas de maltiples muestras. Esta técnica es mas sensible (aumenta
un 10%) que ZN vy se justifica su uso en laboratorios con alta carga, sin embargo,
requiere lectura inmediata dentro de las 24 horas dado que la fluorescencia se
desvanece en el tiempo [22], ademé&s requiere de un observador con mayor
experiencia y un microscopio de fluorescencia que suele ser costoso.
Recientemente, se han disefiado microscopios basados en tecnologia light-emitting
diode (LED) que tienen el respaldo de la OMS dado que son mas econémicos, de
bajo mantenimiento y que se pueden usar como alternativa frente a la baciloscopia
convencional [23]. En estudios recientes, se han propuesto alternativas para mejorar
la sensibilidad de la baciloscopia, sin embargo, se requiere del uso de nuevas
variantes microbioldgicas y/o métodos de concentracidn que permitan aumentar la
detencion de casos de TB [24].

1.3.2. Cultivo

Ante las limitaciones de la baciloscopia, los métodos de cultivo son
considerados los métodos de referencia en el diagnostico de la TB dado que son
mas sensibles y pueden detectar entre 100-1000 bacterias/mL [19]. Antes de
realizar el cultivo, las muestras deben someterse a un proceso previo conocido como

descontaminacion para eliminar la flora bacteriana acompariante. Este proceso
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implica someter a las muestras no estériles como el esputo a agentes alcalinos para
que lisen las bacterias presentes y queden solo viables las micobacterias, las cuales
sobreviven gracias a la estructura de su pared bacteriana, aun asi, se reporta que
este proceso no es inocuo a ellas y que dependiendo del tiempo de exposicién y
otros factores el 30% morira [18, 19]. Este proceso proporciona al cultivo de MTB
una complejidad especifica y ademas condiciones de seguridad superiores en el
manejo de muestras a diferencia de la mayoria de otros microorganismos [19].

Los medios de cultivo tradicionales para cultivar micobacterias son
especificos. Los méas usados en los paises en vias de desarrollo son los medios
solidos a base de huevo en su preparacion como el Ogawa y el Lowenstein-Jensen
(LJ). Entre los medios solidos con agar y sin huevo los mas usados son Middlebrook
7H10y 7H11. La desventaja comun de todos ellos es la lentitud para detectar MTB
macroscopicamente, pueden tardar hasta 2 meses si provienen de muestras con
baciloscopia negativa [18, 24]. Dado este inconveniente, en la década de 1990 se
desarroll6 e impulsé el uso de medios de cultivo liquidos a partir de diferentes
sistemas que han demostrado ser mas sensibles y rapidos [25]. EI primer sistema
usado que brind6 resultados rapidos de 5-7 dias fue el método radiométrico
BACTEC 460TB (Becton Dickinson, MD, EE.UU.), sin embargo, su desventaja es
el uso de radiactividad, el medio liquido 12B es marcado con C** para detectar el
CO2 producido por el crecimiento bacteriano. Posteriormente se han desarrollado
métodos mas automaticos como el BACTEC MGIT960 (Becton Dickinson, MD,
EE.UU.), MB BacT (BioMerieux, Francia) y Versa TREK (Termo Fisher, MA,
EE.UU.) [25]. Todos ellos basados en fluorescencia ya que incorporan en cada tubo

de cultivo sensores fluorométricos los cuales son sensibles a cambios de la
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concentracion de CO2 producidos por el crecimiento bacteriano y que son
detectados por las incubadoras de estos sistemas. Pese a sus bondades estos sistemas
requieren de constante supervision y costo elevado para su implementacion lo cual
hace ser considerados como métodos de uso limitado.

Ante ello en los Gltimos afios un grupo multidisciplinario de investigadores
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia desarrollo el método MODS o ensayo
de susceptibilidad a farmacos por observacion microscépica el cual ha demostrado
ser una herramienta econémica, sensible, especifica y de reconocida aplicacion.
MODS se encuentra implementado en el Programa Nacional de Control contra la
TB en el Per y en el 2010 la OMS recomend6 su uso como prueba répida de
diagndstico de la TB-MDR. Este método se basa en el diagndstico simultaneo de la
TB y la TB-MDR en placas de 24 pocillos conteniendo muestras de esputo
descontaminadas y resuspendidas en medio de cultivo liquido Middlebrook 7H9
[26, 27, 28]. La base del diagndstico microbioldgico se da con la deteccion del
crecimiento caracteristico de las colonias de MTB tipo cordon en el medio liquido
entre los 7-9 dias de incubacion utilizando un microscopio de luz invertida que suele
ser costoso y de operadores expertos en la lectura microscopica. Frente a ello,
nuevos sistemas de lectura alternativo que permitan evitar el uso del microscopio y

hacer mas automatica las lecturas se estan evaluando para masificar su uso.

1.3.3. Pruebas de sensibilidad a farmacos (DST)

Después que MTB se aisla en un cultivo, es crucial realizar en forma
temprana las pruebas de sensibilidad para determinar el patron de resistencia de los
aislados frente a los farmacos que permitan que los pacientes reciban una terapia

adecuada, este procedimiento puede demorar de 1 a 4 semanas adicionales luego
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del cultivo y segun el medio de cultivo utilizado [24]. EI método de referencia
ampliamente usado en paises de escasos recursos por su bajo costo es el método de
las proporciones descrito por Cannetti y Grosset en 1963 [29]. Fue recomendado
por la OMS y se emplea como un método indirecto para determinar el patrén de
resistencia a farmacos, a partir de un cultivo positivo a MTB [14]. Involucra la
inoculacion de MTB en medios solidos como el LJ o el Middlebrook 7H10 con 'y
sin farmacos. Se basa en medir la proporcién de bacilos resistentes (>1%) que
existen en una cepa de MTB a una concentracion de farmacos capaz de inhibir el
crecimiento de bacilos sensibles, pero no los resistentes [18, 29]. En estas
condiciones las colonias no pueden ser detectadas hasta 30 o 60 dias luego de la
inoculacién. Actualmente se estan dejando de usar ya que la dificultad reside en
preparar adecuadamente los inoculos para calcular adecuadamente la proporcion de
bacterias resistentes y ser ademas una técnica muy laboriosa [19].

Dado este panorama, actualmente se estd wusando métodos
semiautomatizados en medios de cultivos liquidos que brindan rapidos resultados
con el mismo principio del método de las proporciones. Durante dos décadas, el
método mas usado fue el sistema radiométrico BACTEC 460TB, convirtiéndose en
el método de referencia de las pruebas de susceptibilidad, sin embargo, al involucrar
el uso de radiactividad dejé de utilizarse [19]. Actualmente los métodos mas
utilizados comerciales son el BACTEC MGIT960, MBBacT y VersaTREK los
cuales como se ha detallado tienen la ventaja de no usar radiactividad, lo cual los
hace mas seguros. Sin embargo, involucra alto costo y dependen igualmente del uso
de un cultivo primario para ejecutar los ensayos de susceptibilidad lo cual implica

una inversion de varias semanas para obtener resultados.
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Asimismo, existen otras estrategias de ensayos de susceptibilidad
alternativos colorimétricos que utilizan medios liquidos en microplacas, se basan
en aprovechar la actividad metabolica de MTB y en la reduccion de un indicador
que se agrega al medio de cultivo liquido luego que se dispensa una suspension de
MTB a la microplaca que contiene farmacos a diversas concentraciones,
permitiendo medir la concentracion minima inhibitoria (CMI) y detectar la
resistencia con el cambio de color del indicador. Dentro de estos ensayos tenemos
la nitrato reductasa, Alamar Blue, MTT y resazurina [30]. Se ha demostrado que
son Utiles y de buen rendimiento al compararlos con los métodos convencionales
[30]; sin embargo, la limitacion comun de todos, es ser laboriosos, de alto costo y
sin ningun respaldo regulatorio. Actualmente las placas de microtitulacion en caldo
en formato seco, ofrecen evaluar un alto rango de concentraciones y una gran
cantidad de farmacos incluidos los recientemente recomendados para el tratamiento
de la TB-MDR. Los primeros estudios reportan una buena concordancia categorica
(92-100%) al compararse con el método de las proporciones [30, 31] y la OMS

actualmente esta evaluando la viabilidad para su uso.

1.3.4. Pruebas moleculares

Dadas las limitaciones de la baciloscopia y cultivo, en los Gltimos 25 afios
se desarrollaron estrategias genotipicas a partir del conocimiento de las bases
moleculares de MTB que permitan su deteccion. La diana genética mas estudiada
por las pruebas caseras de amplificacion de acidos nucleicos es la secuencia de
insercion 1S6110 generalmente usando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), tecnica que se utiliz6 ampliamente en algunos lugares dada sus expectativas

generadas como herramienta rapida de diagnostico 2-3 dias. En la préactica los
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resultados demostraron ser inconsistentes y variables, ademas, no se ha establecido
su real costo/efectividad para su implementacion [19]. Estas técnicas implican un
paso previo que es la extraccion de ADN que suele ser dificil dada la complejidad
de la pared de bacteriana de MTB y que puede inhibir la amplificacion. En la
practica, dificilmente se consigue amplificar muestras con menos de 3 000 - 5 000
bacterias/mL. Esta sensibilidad las coloca en una posicion intermedia entre la
microscopia y el cultivo ademas que requieren instalaciones adecuadas, equipos
costosos y experiencia por parte del operador [19].

En vista de los inconvenientes de las pruebas moleculares caseras se han
desarrollado herramientas genéticas comerciales que estan permitiendo la deteccion
y conocimiento rapido de resistencia a los farmacos antituberculosos. Algunas se
basan en la amplificacién de acidos nucleicos por PCR y otros en ensayos de
hibridacion con sondas de ADN.

Actualmente, la OMS recomienda el uso de pruebas moleculares como
prueba diagndstica inicial en un paciente sospechoso de TB [3, 32]. Entre ellas se
incluye: ensayos Xpert MTB/RIF y Xpert MTB/RIF Ultra (Cepheid, Sunnyvale,
EE. UU.); prueba de amplificacion isotérmica mediada por bucle (TB-LAMP;
Eiken Chemical, Tokio, Japon); Pruebas Truenat MTB, MTB Plus y MTB RIF Dx
(Molbio Diagnostics, Goa, India) y ensayo de lipoarabinomanano en orina de flujo
lateral (LF-LAM; Alere Determine TB LAM Ag, Abbott, San Diego, EE. UU.) [32,
33].

Desde el 2010, la OMS recomienda el uso del método Xpert (MTB/RIF o
MTB/RIF Ultra) [32, 34]. Estos métodos se basan en la deteccidon y amplificacion

del ADN de MTB, asi como mutaciones asociadas con la resistencia a RIF a lo
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largo del gen rpoB. El ensayo se da en un solo paso con el uso de un cartucho donde
ocurre el proceso de la muestra y la reaccion de PCR en tiempo real dentro de las 2
horas [34]. Se reporta que su rendimiento es comparable con los ensayos Truenat
MTB, MTB Plus y MTB-RIF Dx para la deteccion de TB [32]. Sin embargo, tienen
reducida sensibilidad en ciertas poblaciones, como nifios y pacientes VIH [33], una
desventaja adicional es la alta tasa de monorresistencia a la INH en muchos
entornos los cuales no son detectados por la metodologia. Ademas, la plataformay
cartuchos son costosos y requieren instalaciones de laboratorio con acceso continuo
a la energia eléctrica.

Otro método molecular in vitro avalado por la OMS y que ofrece resultados
en menos de 6 horas es el ensayo de sonda lineal Genotype MTBDR plus y
Genotype MTBDR sl (Hain LifeScience GmbH, Nehren, Alemania) ambos utilizan
una técnica de PCR e hibridacion reversa para identificar MTB y simultdneamente
su patron de farmacorresistencia. EI Genotype MTBDR plus permite detectar MTB
y mutaciones en los genes rpoB de la RIF y en el gen katG de la INH, ademas puede
detectar la presencia de genes promotores de inhA que confieren resistencia a dosis
bajas de INH [35]. El ensayo Genotype MTBDR sl 2.0 puede detectar mutaciones
que confieren resistencia a las fluoroguinolonas (gyrA y gyrB) y farmacos
inyectables de segunda linea como la kanamicina, amikacina y capreomicina (rrsy
eis) [36]. Sin embargo, a pesar de ser pruebas rapidas y recomendadas para su uso,
presentan limitaciones, el desconocimiento de todas las mutaciones clinicamente
relevantes para la determinacion correcta de resistencia incluido el requerimiento
de equipos especiales, entrenamiento continuo y un alto costo de los insumos

requeridos hacen que no estén al alcance de la mayoria de los laboratorios de los
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paises con alta incidencia y que tienen la mayor proporcion de resistencia a las
drogas [12].
Dado lo descrito, es prioritario identificar nuevas técnicas y herramientas

para facilitar el diagnostico de la TB y controlar su propagacion.
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Il. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION Y JUSTIFICACION

I1.1. Planteamiento

La TB es considerada la segunda enfermedad infectocontagiosa que maés
muertes causa en el mundo. El diagnéstico microbioldgico temprano y la pronta
deteccidn de la resistencia a los farmacos utilizando la baciloscopia, el cultivo y las
pruebas de susceptibilidad a los farmacos deberian ser las herramientas claves para
detener la carga global; sin embargo, las pruebas microbioldgicas actuales
presentan deficiencias como la baja sensibilidad de la baciloscopia y la lentitud en
la obtencion de los resultados de los cultivos y de las pruebas de sensibilidad.
Sumado a ello la falta de recursos en los paises donde se concentra la mayor
cantidad de casos y la eficiencia del operador en los procesos microbioldgicos, todo
ello, acentGia ain mas la problemética diagnostica. En los ultimos afios, se estan
evaluando nuevas herramientas diagndsticas que deberian tener mejores
sensibilidades, ser rapidas, econdmicas y de facil uso. Dichas técnicas deberian
facilitar el diagndstico de la TB y evitar su propagacion sin necesidad de equipos
costosos ni complejos procedimientos.

Dada las limitaciones ya descritas relacionadas a los métodos de diagnéstico
microbioldgico para el control de la TB, en esta investigacion doctoral se ha
planteado tres temas de investigacion (figura 8):

(1) En el articulo 1 se describe la evaluacion de dos variantes microbioldgicas de la
baciloscopia con la finalidad de aumentar la sensibilidad para la deteccion de
casos de TB en muestras de esputo coloreadas con ZN y AF comparada con la
baciloscopia directa tanto para la deteccion microscépica como del analisis de

imagenes digitales. Las dos variantes microbiologicas consistieron en
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descontaminar las muestras, luego fueron concentradas (pellet) y diluidas (pellet
diluido) con la finalidad de concentrar las micobacterias y diluir los detritus.
Asimismo, se evaluaron dos sistemas de concentracion de muestras de esputo
mediante dos métodos de filtracion a presion positiva y negativa para optimizar

el diagnostico microscopico y por imégenes de la TB.

Tuberculosis
Diagnostico Microbiolagico
(limitantes)
|
' }
Baciloscopia Cultivo y métodos de susceptibilidad a fairmacos
(Baja sensibilidad) {Lentos, evalian pocos firmacos v necesidad de nuevas herramiantas)
|
l ! }
Estudio 1 Estudio 2 Estudio 3
Et‘alqaciér} de 405 variantes Evaluacién del método Evaluacion de la
microbiologicas de la microdilucion en caldo para | | microscopia sin lente para
bacilqscupia yel desa:_rolla de el diagnéstico de TB-DR facilitar el diagnostico de la
dos sistemas de .ﬁlt:ran:lén. para (Ripido y evaluacién de TB por imagenes a partir de
concentrar micobacterias miltiples firmacos) cultivos MODS
(Aumentar Sensibilidad) (facilitar Diagnastico)

Figura 8. Diagrama de flujo de los tres estudios planteados en la tesis doctoral

(2) Enelarticulo 2 se describe el uso del método de susceptibilidad de microdilucion
en caldo usando la placa UKMYC6 (desarrollada como parte del proyecto global
CRyPTIC) en un conjunto representativo a nivel nacional de aislados resistentes
de MTB en el Perd. Este método permite determinar en una sola plataforma la
distribucion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) en forma simultanea

a 13 farmacos anti TB incluyendo farmacos nuevos y otros repropuestos de
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segunda linea propuestos recientemente por la OMS. Asimismo, permitid
evaluar el perfil integral de resistencia en comparacion con el método de las
proporciones en agar 7H10.

(3) En el articulo 3 préximo a publicar, se describe por primera vez el uso de la
microscopia sin lentes Cytonote para detectar TB y TB-MDR en los cultivos
MODS. El estudio evalua la utilidad del sistema de la microscopia sin lentes para
generar imagenes y estudiar la morfologia de las colonias de MTB tipo cordon
de los cultivos MODS, asi como evaluar las imagenes obtenidas por Cytonote
en un monitor de computadora con el objetivo de diagnosticar como positivo o
negativo los cultivos MODS obtenidos de cepas (cultivos puros) y muestras de
esputo.

11.2. Justificacion

En la actualidad, los progresos para el control de la TB se ven afectados
considerablemente por un diagndstico no efectivo de los casos y por la propagacion
extendida de cepas resistentes a los farmacos que impide tratar a la persona afectada
oportunamente lo cual conlleva a la progresion de la enfermedad, al contagio a otras
personas y a la transmision del bacilo resistente en la poblacion.

El diagndstico actual de la TB en la mayoria de paises con alta incidencia,
se basa principalmente en la microbiologia, utilizando métodos convencionales
como: 1) La baciloscopia usando la coloracion Ziehl Neelsen, herramienta base, de
uso universal dado su bajo costo y simplicidad que permite la deteccion
microscopica de la bacteria, brindando una primera orientacion sobre la presencia
de la enfermedad activa. 2) El cultivo utilizando medios solidos, es la prueba Gold

estandar que permite obtener el aislado clinico para posteriormente ser usados para
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realizar pruebas de susceptibilidad a los farmacos. En estas condiciones, estos
métodos convencionales han demostrado ser imperfectos para el control eficaz de
la enfermedad dado a que la baciloscopia es poco sensible y el cultivo junto con las
pruebas para evaluar resistencia a los fa&rmacos son inefectivos debido a la espera
prolongada para conocer los resultados.

Dado este panorama, a lo largo de los afios se ha trabajado en el desarrollo
de nuevas alternativas microbiol6gicas para mejorar la deteccion del bacilo de la
TB en las muestras de esputo, asi como herramientas eficaces que permitan en
forma oportuna conocer el patron de farmacorresistencia para un tratamiento
correcto y evitar la transmision.

En ese sentido, con el objetivo de mejorar la sensibilidad de la baciloscopia
e intentar automatizarla, en el articulo 1 del presente trabajo, se trata de evaluar dos
modificaciones de la baciloscopia convencional. EI primero de ellos, es la
evaluacion de dos variantes microbioldgicas que permitan optimizar el diagndstico
microscopico y por imagenes de la TB a través de la concentracion y dilucion del
concentrado de las muestras que permita captar las micobacterias y reducir el
detritus, definido como el material solido del esputo que pueda perturbar el
reconocimiento de los bacilos en las laminas e imagenes. Los reportes publicados,
sefialan que el afiadido de pasos previos a la baciloscopia que incluyen la
centrifugacion y el tratamiento del esputo con productos quimicos alcalinos como
el NaOH vy la lejia para licuar, aclarar y concentrar las muestras de esputo revelan
una mejor deteccion de bacilos. Sin embargo, estos estudios comparan los diversos
métodos alternativos a un nivel categoérico y son poco precisos para evaluar el efecto

de la carga de bacilos. No consideran, ademas, el nivel de detritus que podria influir
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en la interpretacion de los resultados y en la calidad de las imagenes para el
desarrollo de algoritmos de reconocimiento bacilar que permitan la automatizacion
futura de las lecturas. La segunda variante, presenta el desarrollo y evaluacion de
dos prototipos alternativos de concentracion automaética por filtracion de muestras
de esputo usando presion negativa y positiva para concentrar y detectar cantidades
minimas de micobacterias. En evaluaciones previas, se han desarrollado métodos
alternativos de concentracion utilizando filtros que reportan aumentar la
sensibilidad. Evaluaciones posteriores utilizando presion negativa utilizando
diversos sistemas de recoleccion mostraron aumento significativo de la sensibilidad
frente al método directo. Nuestro trabajo evalud en paralelo dos equipos prototipos
bajo las mismas condiciones de volumen de muestra, tiempo y volumen filtrado
independiente de otras variantes dado su potencial uso como métodos alternativo
no complejo para entornos de bajos recursos y con alta carga de TB.

Otro aspecto muy importante, es el aumento considerable de casos de TB-
DR a nivel mundial, para ello, se requiere de informacion oportuna del patron de
resistencia frente a los farmacos para tratamiento mejorados e individualizados y
asi mejorar la tasa de éxito. Los métodos convencionales son lentos, laboriosos,
poco estandarizados y evaltan solo un limitado nimero de farmacos. En el tiempo,
se han desarrollado diversos ensayos fenotipicos y moleculares mediante el uso de
plataformas automatizadas comerciales que brindan rapidos resultados; sin
embargo, son de uso reducido dado su alto costo y no facil aplicacién en entornos
de pocos recursos. Ademas, los métodos moleculares no se adaptan en todos los
entornos dada la variabilidad de mutaciones existentes y no detectan todas las

mutaciones que confieren resistencia.
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Bajo este panorama, en el articulo 2 se describe la evaluacién de una
novedosa herramienta rapida recientemente validada que permite determinar en una
sola plataforma y en simultaneo la CMI de 13 farmacos anti-TB de primera y
segunda linea en un grupo representativo de cepas resistentes del Pert utilizando la
placa de microtitulacion en caldo UKMYC6. Esta es una placa de 96 pocillos que
permite evaluar una gran variedad de farmacos a diferentes concentraciones de un
solo aislado clinico con control de calidad sin la necesidad de preparar soluciones
de farmacos y asi limitar errores y variabilidad entre laboratorios. La presentacion
liofilizada de los farmacos facilita su transporte y almacenaje. En ese sentido, la
placa UKMYC6 es una variante de la placa comercial Sensititre MYCOTB
(Thermo Fisher Scientific Inc., EEUU) cuya performance en diversos estudios ha
brindado buenos resultados, sin embargo el Consorcio CRyPTIC (Prediccion
Integral de la Resistencia a la Tuberculosis: un Consorcio Internacional) dentro de
sus objetivos de identificar nuevos genes asociados a la resistencia, disefié y valido
la placa UKMYC5 que logré la incorporacion de farmacos nuevos como la
bedaquilina y delamanid y repropuestos como clofazimina y linezolid. Durante su
evaluacion se elimind el farmaco acido —para-aminosalicilico y se optimiz6 el rango
de concentracion de los farmacos restantes dando lugar a la placa UKMYC6 que
brinda valores de CMI cuantitativos y por lo tanto una comprension de mayor
resolucion de la resistencia a los farmacos, lo cual facilitaria un tratamiento
mejorado e individualizado para cada paciente. Nuestro trabajo describe el perfil
integral de resistencia a partir de la CMI de una muestra epidemiolégicamente
representativa a nivel nacional de cepas de MTB resistentes en el Per(.

Adicionalmente revela un anélisis comparativo de esta metodologia con el método
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de las proporciones en agar 7H10. Esta herramienta se plantea como una buena
alternativa microbioldgica para un tratamiento individualizado y optimizado dado
que brinda informacion cuantitativa sobre el grado de resistencia permitiendo la
eleccion y dosis de los fArmacos que son necesarios para el tratamiento del paciente
afectado de TB.

La deteccion de la TB-MDR, es fundamental para reducir la propagacion de
este tipo de resistencia en la poblacion, frente a ellos diversas herramientas
especialmente comerciales se han disefiado sin embargo a sobresalido el uso del
método MODS o ensayo de susceptibilidad a farmacos por observacién
microscopica, que ha probado ser una herramienta no comercial, robusta, sensible,
especifica y de amplio uso para el diagndstico simultaneo de la TB y la TB-MDR a
partir de una muestra de esputo. La observacion de las colonias caracteristicas en el
medio de cultivo liquido utilizando un microscopio invertido es la base del
diagnostico microbioldgico. A pesar de las ventajas y de su reconocido uso hay
retos que deben afrontarse para expandir su aplicacion. MODS requiere de un
microscopio invertido, que suele ser costoso y de personal capacitado y dedicado al
reconocimiento caracteristico de MTB en el medio liquido. Dado ello, el tercer
trabajo describe la evaluacion de la plataforma de microscopia sin lente Cytonote
que captura imagenes en tiempo real en un gran campo de vision de 29,4 mm? sin
la necesidad de ajustar manualmente el enfoque o brillo como alternativa al uso del
microscopio invertido convencional para el reconocimiento de los cordones
caracteristicos de los cultivos MODS y su desempefio en el diagnostico de la TB a

partir de la captura de imagenes digitales en cepas (cultivos puros) y muestras de
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esputo. Esta plataforma contribuira a los esfuerzos para facilitar el uso de MODS y
alcanzar un diagndstico rapido de la TB en poblaciones de alta incidencia.
11.3. Pregunta de investigacion

¢Los métodos de diagndstico propuestos en este estudio: Variantes de la
baciloscopia, microdilucién en caldo usando la placa UKMYC6 y la microscopia

sin lentes (Cytonote), facilitan el diagndstico de la TB y la TB-DR?
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I11. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

Objetivo General

Evaluar nuevas técnicas y herramientas para facilitar el diagndstico de TB.

Objetivos Especificos

1. Evaluar el uso de dos variantes microbiolégicas y de dos métodos de
concentracion por filtracion de micobacterias para mejorar el diagndstico
microscopico y por imagenes de la TB en comparacion con la baciloscopia

directa. (Estudio 1 — Anexo 1).

2. Evaluar el desempefio y el perfil integral de resistencia del método de
microdilucion en caldo utilizando la placa UKMYC6 para determinar la
CMI 'y mejorar el estudio de susceptibilidad a farmacos en cepas resistentes
de MTB del Pert en comparacién con el método de las proporciones en agar

7H10 (Estudio 2 - Anexo 2).

3. Evaluar el uso de la Microscopia sin lentes Cytonote para el reconocimiento
a partir de imagenes digitales de los cordones caracteristicos de los cultivos
MODS vy facilitar el diagnostico microscopico para el diagndstico de TB
tanto en cepas y muestras de esputo en comparacion de la microscopia

invertida convencional. (Estudio 3 — Anexo 3).
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IV. METODOLOGIA

IV.1. Metodologia - Articulo 1

Evaluacion de variantes microbioldgicas del procesamiento del esputo y de la
concentracion de micobacterias para optimizar el diagndstico microscopico y

por imagen de la tuberculosis

En este estudio se analizaron en total 214 muestras de esputo de pacientes

con tuberculosis activa cuya distribucion se muestra en la Figura 9.

Pacientes con sospecha de tuberculosis
(214 muestras de esputo)

{ v
Variantes microbioldgicas para el tratamiento de los ezputos Bistemas de filtracion para facilitar el andlizis del frotiz da asputo
(138 musstraz de esputa) (76 muastraz de ezputa)
Frotiz directo comparado con Frotiz directo comparado con sistemas
variantes pellet ¥ pallet diluide de presion positiva y negativa
! ,
Zialh MNeelsen v Fluorescencia- Auramina | Fluorascencia-Auramina |
Analiziz de laminaz Anilisis de imigenesz Laminas y analiziz de Analiziz volumen y
digitales filtroz (n=TE&) ﬁempn (=-Jr6)
* Todas las mueztras: (891 imdgenes)
Zeneibilidad y nivel ' FYU?E! diTEC.fﬂi Carza v Volumen filtrade
de detritus (n=98) + Muestras bacilar y uivel de * Tiempe de filtrade
* Frotis paucibacilares saleceionadas: detritus
v 14: Carga bacilar Carza bacilar
(n=31) (n=40) + Filtroz: Fondo-ruide,
carga bacilar v nivel
de detritus

Figura 9. Diagrama de flujo de los procedimientos para evaluar las variantes
microbioldgicas y los sistemas de filtracion de las muestras de esputo

Modificado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1.

En la primera parte del estudio estimamos y comparamos la sensibilidad y

el nivel de detritus presentes en el frotis de las dos variantes microbiolégicas de
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procesamiento del esputo frente al frotis directo, utilizando la tincién ZN y AF en
98 muestras. Las variantes microbioldgicas incluyeron la descontaminacion de las
muestras mediante el método estdndar de NaOH-Citrato de sodio-N-acetil-L-
cisteina (NALC). En la variante pellet, el sedimento fue resuspendido en 0,5 mL
del tampon fosfato; mientras que en la variante pellet-diluido, el sedimento fue
resuspendido en 2 mL de medio de cultivo 7H9-OADC-PANTA. El volumen
restante se utiliz6 para la deteccion de MTB mediante el ensayo de susceptibilidad
a farmacos por observacién microscopica (MODS). Las imagenes digitales de los
frotis (4-5 imagenes por portaobjetos) fueron capturados en 40 muestras, utilizando
una cdmara digital Mini VID USB 5Mp (LW Scientific) acoplada al ocular de un
microscopio Primo star Carl Zeiss.

El nivel de detritus observado fue categorizado como escaso, medio y

abundante (Figura 10).

Figura 10. Iméagenes microscopicas representativas de los detritus segun el
proceso de variante microbioldgica. ZN: Frotis directo (medio) (a), pellet (medio)

(b) y pellet diluido (escaso) (c). AF: Frotis directo (escaso) (d), pellet (escaso) (e) y
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pellet diluido (escaso) (f). Las imagenes se tomaron con un aumento de 1000x para

ZN y 400x para AF. Tomado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1.

La carga bacilar en los frotis se estim6 como el nimero total de bacilos en
muestras previamente categorizadas como paucibacilar y 1+. En ZN, la lectura se
realiz6 en 100 campos microscopicos a 1000x de aumento total y en AF, en 40
campos microscéopicos a 400x de aumento total. Cada imagen fue examinada
manualmente por el mismo técnico y se cont6 el nimero total de bacilos.

La carga de bacilos se midi6 por observacién microscopica y el analisis de
las imégenes digitales en 31 y 40 muestras respectivamente.

En la segunda parte del estudio evaluamos dos prototipos de filtracion por
presion positiva (Figura 11) y negativa (Figura 12) de esputo para mejorar el
cribado microscépico para la concentracion de bacilos, en 76 muestras. Las
comparaciones entre la filtracion de esputo y el frotis directo estandar, incluyeron
la carga de bacilos, el nivel de detritus observado, el volumen filtrado, el tiempo de
filtracion y el nivel de fondo.

Las muestras esputo fueron tratadas con NALC y lejia al 7% antes de ser
filtradas para disolver el esputo y prefiltradas. La membrana conteniendo la muestra
de esputo filtrada fue tefiida con AF y observada en el microscopio fluorescente
(Primo star Carl Zeiss con un aumento total de 400x). Se registré el nimero total
de bacilos encontrados y los detritus observados en 40 campos microscopicos
(clasificados como escasos, regulares y altos). Ambos sistemas se evaluaron en
paralelo y simultaneamente. Se registrd el volumen de filtrado en mL

(aproximadamente 15 mL por sistema) y el tiempo de filtrado en segundos para
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Figura 11. Sistema de filtracidén por presion positiva para la concentracion de

micobacterias. Modificado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1.

Nota: (a) Esquema del sistema (b) fotografia del sistema completo.

Detector de fluido

ura 12. Sistema de filtracion por presion negativa para la concentracion de

micobacterias. Modificado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1.

Nota: (a) Esquema del sistema (b) fotografia del sistema completo.
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Analisis estadistico

La comparacion cuantitativa entre subgrupos se realiz6 segun las pruebas de
normalidad. Las muestras dependientes se analizaron con las pruebas de Friedman-
Wilcoxon; las muestras independientes con la prueba de Kruskal-Wallis seguida de
las pruebas post hoc de Dunn. Para las variables categdricas, se aplicaron las

pruebas de Chi-cuadrado y exacta de Fisher.

IVV.2. Metodologia - Articulo 2
Evaluacion de la metodologia de microdilucion de caldo en placas para

pruebas de susceptibilidad de Mycobacterium tuberculosis en el Pera.

La susceptibilidad antimicrobiana fue determinada en 496 cepas de MTB
resistentes a los farmacos epidemioldgicamente representativas de todo el Per( del
periodo 2015-2018 utilizando el método estandar de las proporciones en agar 7H10
en placas divididas en cuatro cuadrantes que contenian: rifampicina, isoniazida,
etambutol, etionamida, kanamicina y levofloxacina (Tabla 1). Brevemente, las
cepas se subcultivaron en caldo Middlebrook 7H9 y se incubaron durante 7 dias a
37°C. Posteriormente, los cultivos se estandarizaron a una escala de turbidez
McFarland 0,5y se diluyeron a 102, Luego se inocularon 100 pL de esta suspension
a cada uno de los cuadrantes de las placas Petri que contenian farmacos, asi como
al cuadrante de control sin farmacos. Las placas se sellaron en bolsas de plastico y
se incubaron a 37°C durante 21 dias. Los cultivos se clasificaron como resistentes
cuando el numero de colonias desarrolladas en el cuadrante con farmaco era
superior al 1% del nimero de colonias observadas en el cuadrante de control; en

caso contrario, se clasificaron como susceptibles.
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Tabla 1. Valores de las concentraciones de los farmacos utilizados para la

comparacion entre la metodologia APM y BMD UKMYC6.

’ APM CC UKMYC6 UK.M\_(CG Rangos d_e,
Farmaco (mg/L) ECOFF/EC Limite concentracion
V (mg/L) (mg/L) UKMYC6 (mg/L)

Farmacos utilizados en regimenes de tuberculosis sensible a los medicamentos
Rifampicina 1.0 0.5 — 0.063-8
Rifabutina - 0.12 — 0.06-2
Isoniazida 0.2 0.1 02-04 0.025-12.8
Farmacos utilizados en regimenes de TB-MDR?
Grupo A
Moxifloxacina — 1.0 — 0.06-4
Levofloxacina 1.5 1.0 — 0.125-8
Bedaquilina - 0.25 - 0.008-1
Linezolid — 1.0 — 0.06-4
Grupo B
Clofazimina — 0.25 — 0.03-2
Grupo C
Etambutol 5.0 4.0 4.0 0.25-32
Delamanid — 0.12 — 0.008-0.5
Amikacina — 1.0 — 0.25-16
Etionamida 5.0 4.0 4.0 0.25-8
Adicional
Kanamicina 5.0 4.0 — 1-16

Notas: 2 Los grupos A, By C se establecieron segun la actualizacion de la OMS de
2018 [10]. Modificado de Puyen et al., (2022). Ver anexo 2.

Abreviaturas: APM: Método de las proporciones en agar 7H10, BMD: Método de
microdilucion en caldo, UKMY C6: nombre de placa usada en el método BMD, CC:
Concentracion critica, UKMYC6 ECOFF/ECV: Valor de corte epidemioldgico

propuesto por estudio CRyPTIC para la placa UKMYC6, UKMYC6 Limite:
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Categoria propuesta por CRYPTIC para los farmacos con abundantes variantes

genéticas que producen efectos variantes en las CMI [11].

Posteriormente, se realizd la prueba de susceptibilidad a los farmacos
utilizando la placa de microdilucién de 96 pocillos UKMYCB6, disefiado por el
proyecto CRyPTIC que permitio determinar la susceptibilidad frente a 13 farmacos
antituberculosos compuestos por agentes utilizados en el tratamiento de la TB como
rifampicina, rifabutina, isoniazida, levofloxacina, moxifloxacina, bedaquilina,
linezolid, clofazimina, etambutol, delamanid, amikacina, etionamida y kanamicina
(Tabla 1). Para este ensayo, las cepas previamente criopreservadas se reactivaron
en medio liquido 7H9 suplementado durante 7 dias a 37°C. Luego, se subcultivaron
en medio Middlebrook 7H10 durante 25 a 30 dias a 37°C. Posteriormente, se
prepararon suspensiones a escala de 0,5 McFarland en solucion salina Tween con
perlas de vidrio. A continuacion, se diluyeron 100uL de la suspension en un tubo
con caldo 7H9 suplementado con OADC para obtener un inoculo aproximado de
1x10° UFC/mL. Posteriormente, utilizando el equipo automatizado Sensititre
Autoinoculator®/ AIM® se dispensaron 100uL de indculo en cada pocillo de la
placa UKMYCB6. Las placas se sellaron con plastico transparente y se incubaron
aerObicamente a 35-37°C. Las placas se leyeron con el instrumento
semiautomatizado Vizion™ que capturd y almaceno una imagen de las CMls al dia
14 dia después de la inoculacién y se dio una segunda lectura a los 21 dias si el
crecimiento del control positivo de la placa era débil o insuficiente. La CMI de un
farmaco se consider6 como la concentracibn mas baja capaz de inhibir el

crecimiento visible de MTB en un pozo determinado y las cepas se categorizaron
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como susceptibles, intermedias o resistentes (categorizacion ternaria) tomando
como referencia los Valores de Corte Epidemioldgicos (EOFF/ECV), asi como las
concentraciones limite (concentraciones a las que las mutaciones genéticas
presentan efectos diferentes dando lugar a categorias mixtas de susceptibilidad o
resistencia). Se determind que un resultado era susceptible si la CMI era inferior o
igual al ECOFF/ECV establecido; en caso contrario, se definié como resistente. La
isoniazida, el etambutol y la etionamida se clasificaron teniendo en cuenta las
concentraciones limite.

Los resultados gendmicos sélo se utilizaron para resolver los resultados
discordantes entre las pruebas APM y BMD. EI ADN gendmico se aisl6 utilizando
el método del fenol-cloroformo. Las bibliotecas de la secuenciacion se generaron
utilizando el Nextera XT Library Preparation Kit. El secuenciamiento se realiz en
la Universidad de Oxford (Reino Unido) utilizando la plataforma Illumina HiSeq
(IMlumina Inc., San Diego, CA, EE.UU.).

Andlisis bioinformatico

La calidad de las lecturas del secuenciamiento se evalu6 con el programa
FastQC v0.11.9. Las lecturas emparejadas se filtraron con el programa
Trimmomatic v0.38. Las lecturas filtradas se compararon con el genoma de
referencia H37Rv (NC_000962.3). Se evaluaron los genes asociados a la resistencia
genotipica a la rifampicina (rpoB), isoniazida (inhA, katG, ahpC, fabG1, kasA),
fluoroquinolonas (gyrA, gyrB) y los inyectables de segunda linea (rrs, eis, tlyA).
Las variantes genéticas encontradas se validaron utilizando la lista de mutaciones
publicada por la OMS en el "Catdlogo de mutaciones en el complejo

Mycobacterium tuberculosis y su asociacion con la resistencia a los
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medicamentos”. Asimismo, los perfiles de resistencia se determinaron utilizando
los programas TBProfiler v3.0.4 8 (base de datos de mutaciones v. A2a234b) y
Mykrobe v0.10. Para cada farmaco, las cepas se clasificaron como susceptibles o
resistentes segin la ausencia o presencia de mutaciones detectadas en los genes
asociados a la resistencia, respectivamente.

Analisis estadistico

Se realizaron andlisis descriptivos de las CMIs obtenidas y de los tiempos
de desarrollo en las placas UKMYCB6. Para los seis farmacos evaluados tanto por el
método APM como por el método BMD y se determinaron los indices de
rendimiento diagndstico (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo,
valor predictivo negativo, acuerdo categdrico y coeficiente Kappa de Cohen). Para
determinar la fuerza de la concordancia estadistica se utilizé el valor kappa (k), que
se calific6 como insignificante (0<k<0,2), medio (0,2<k<0,4), moderado

(0,4<k<0,6), bueno (0,6<k<0,8) o casi perfecto (0,8<k<1).

IVV.3. Metodologia - Articulo 3
Evaluacion de la microscopia sin lente para la interpretacion de los cultivos

MODS y el facilitamiento del diagndstico de la tuberculosis

En este estudio se colectaron 62 muestras de esputo con baciloscopia
negativa (N=20) y positiva (N=42) a partir de sobrantes de los procesos de cultivo

rutinarios y 38 cepas (cultivos puros) de MTB de forma anonimizada.

El cultivo MODS de las muestras de esputo se realizo siguiendo el protocolo

descrito por Caviedes et al., (2000). Las cepas de MTB (cultivos puros) fueron
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ajustadas a una solucion de la escala 1 de MacFarland (3x10% ufc/mL); SuL de la
suspension bacteriana fue mezclada con 5 mL del medio liquido 7H9-OADC. Cada
suspension de muestra o cepa, se distribuy6 en 4 pocillos de una placa de 24 pocillos
con y sin agentes antimicrobianos (isoniacida y rifampicina) e incubadas a 37°C.
Las placas fueron examinadas los dias 7, 8 y 9 de cultivo utilizando un microscopio
invertido para la basqueda de los cordones caracteristicos de MTB en el medio de
cultivo liquido.
Sistema de imagenes sin lente Cytonote

El microscopio invertido de video sin lentes evaluado fue el modelo portétil
Cytonote 1W (12x11x10 cm) de un pocillo, disefiado para evaluar el crecimiento
de células a través de la captura de imagenes en tiempo real en un gran campo de
vision de 29,4 mm? sin la necesidad de ajustar manualmente el enfoque o brillo.
Este sistema, emite un haz compuesto por diferentes intensidades de luz sobre la
muestra, a través de un agujero de 150 um unido a un LED multichip. Cuando el
haz incide sobre la muestra, forma un patron de difraccion que es captado por un
sensor CMOS de 10 megapixeles. Posteriormente, el patron de difraccion
(holograma) se reconstruye en una imagen ampliada interpretable por el ser humano
mediante un algoritmo holografico implementado en el software Horus v. 5.2.2.0
(Iprasense, Francia), similar a lo observado en un microscopio invertido optico y
captado en un monitor de computadora (Figura 13-A).
Configuracion y procedimiento general de adquisicién de imagenes

Horus fue configurado para seleccionar automaticamente un valor de
enfoque dentro de un rango especifico y reconstruir el patron de difraccién en una

suspension celular. Asimismo, se calibraron las intensidades de luz y los tiempos
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de adquisicion de las imégenes de la placa MODS cubriendo el sistema con una
caja cobertora. La adquisicion de imagenes tras la calibracion también se llevéd a

cabo colocando el pocillo correspondiente sobre el sensor y cubriendo el sistema.

Cytonote

@ Nmonfmode iluminacién
caja cobertora

cultivo MODS

monitor |de computadora
Imagen del cultivo sensor de imagen CMOS

Figura 13. Configuracion del Sistema Cytonote para la Adquisicion de
Imagenes de MTB de los Cultivos MODS. Tomado de: anexo 3.
Notas: (A) Diagrama esquematico de la Configuracion (B) Fotografia de la

Configuracion.

Las iméagenes reconstruidas por Horus usando el autoenfoque fueron
comparadas con los resultados del MODS obtenidos en forma convencional. El
enfoque manual fue usado en aquellas muestras en donde la reconstruccion de la
forma de las micobacterias no fue posible con el autoenfoque. El enfoque manual
permiti6 incrementar el enfoque de 0 a 4000 en pasos de 50 en forma automatizada
(Python interno), por lo que se gener6 un conjunto de 200 fotos. Luego de la
revision de las 200 fotos, se seleccionaron aquellas con mejor enfoque.
Evaluacion

La aplicabilidad de la microscopia sin lentes Cytonote utilizada en el

diagndstico de TB fue evaluado en tres fases:
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Fase 1: Optimizacion de los pardmetros de Horus para la captura de imagenes
MODS. La optimizacion se realiz6 evaluando dos pardmetros: Filtrado de ruido de
fondo y el rango de autoenfoque. En la filtracion del ruido de fondo se evaluaron 3
opciones (la media, la mediana y un algoritmo de tercer orden) manteniendo el
rango de autoenfoque usando 240 imagenes de cordones de MTB proveniente de
cinco cultivos de cepas aisladas y cinco muestras de esputo. La optimizacién del
enfoque se realiz6 con 63 de las 240 imagenes Optimas digitalizadas con
diagndstico positivo de TB de acuerdo con la evaluacion por microscopia invertida.
Se recuperaron sus valores de enfoque manual o automatico y las muestras se
agruparon segun el tipo de cultivo. Se compararon el tipo de distribucién y los
valores medios de cada grupo mediante la prueba de Kolmogoérov-Smirnov y la
prueba T-Student independiente (varianzas iguales, comprobadas mediante la
prueba de Levene).

Fase 2: Evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas de los cordones MODS en
las imagenes generadas por el microscopio Cytonote. Seis cultivos puros de
pacientes con TB-MDR y 15 muestras de esputo con baciloscopia positiva de 1+y
2+ fueron evaluados. Las imagenes fueron revisadas desde el dia 7 hasta el dia 9 de
incubacion, se determind el diagndstico de positivo o negativo utilizando un
microscopio invertido convencional. Luego, se procedio a la captura y analisis de
imagenes con Cytonote. Para la evaluacion de los cordones en cada imagen, se
consideraron tres aspectos: El primero fue determinar si las caracteristicas
morfoldgicas que presentan los cordones de MTB en el medio de cultivo liquido,
cuando se observan bajo un microscopio invertido, son similares en las imagenes a

las generadas en el microscopio Cytonote. El segundo fue detectar en las imagenes
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si los cordones presentan alguna caracteristica especial. El tercero fue reconocer en
las imégenes la presencia de detritus y/o células, que son artefactos propios de una
muestra de esputo procesada con MODS y que puede dificultar la deteccidn
temprana de los cordones si se encuentra en alta cantidad durante el diagndstico
convencional.

Fase 3: Evaluacion de las iméagenes generadas por el microscopio Cytonote para el
diagndstico de TB. EI microscopio Cytonote, se configur6 de acuerdo con los
parametros obtenidos en la Fase 1. Las muestras de esputo y cepas de TB se
procesaron con MODS e incubaron a 37°C. Tras siete dias de incubacion y durante
dos dias consecutivos, se determind el diagnostico de positivo o negativo de todos
los cultivos utilizando un microscopio invertido acoplado a una camara digital para
mantener un registro de cada imagen evaluada. Posteriormente, se procedio a la
generacion de imagenes ubicando cada pocillo de la placa de MODS sobre el sensor
CMOS del microscopio Cytonote (Figura 13-B). Se obtuvieron ocho imagenes
digitales diarias por cada muestra o cepa. Cada imagen se clasific6 como positiva o
negativa. La positividad para TB se establecio si se observaban dos o mas cordones

caracteristicos en cada imagen.
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V. RESULTADOS

V.1. Resultados - Articulo 1
Variantes microbiol4gicas

La sensibilidad de las variantes microbioldgicas en ZN fue de 84.7%
(83/98), 91.8% (90/98) y 91.8% (90/98) y en AF, fue de 93.8% (92/98), 95.9%
(94/98) y 99.0% (97/98) utilizando los métodos directo, pellet y pellet diluido,
respectivamente. Las variantes microbioldgicas, en comparacion con el frotis
directo, aumentan la sensibilidad de la microscopia en un 7,1% y un 2% en ZN y

AF respectivamente. Ver tabla 2.

Tabla 2. Lecturas microscopicas de las variantes microbioldgicas y procesadas
con el ensayo de susceptibilidad a farmacos por Observacion Microscépica

(MODS) — muestras de esputo con cultivo positivo.

Tincién ZN Tincién AF
Clasificacion Directo Pellet dl?ell_et Directo Pellet F_’ell_et
iluido diluido
Paucibacilar 16 9 18 16 15 17
+ 15 18 13 15 13 15
++ 23 23 27 33 27 36
+++ 29 40 32 28 39 29
No BAAR 15 8 8 6 4 1
Sensibilidad* 83/98  90/98  90/98 92/98  94/98  97/98
(%) (84.7) (91.8) (91.8) (93.8) (95.9) (99.0)
Total 98 98 98 98 98 98

Notas: *El subtotal que comprende los frotis que resultaron paucibacilares, +, ++
y +++ cruces en las lecturas microscopicas. EI Método MODS - cultivo positivo es
el método de referencia. Modificado de Coronel et al., (2019). Ver anexo 1.

Abreviaturas: ZN: Ziehl Neelsen, AF: Auramina fluorescencia.
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El frotis directo en comparacién con el pellet diluido, la sensibilidad en AF
aumenta en un 5%. Las pruebas estadisticas indicaron que la sensibilidad del frotis
con pellet diluido en AF era estadisticamente significativa méas alta que la de cada
tincion de ZN (p = 0,0003, 0,0348, 0,0348, respectivamente), aunque similar a la

de los métodos de AF directo y AF con pellet (p =0,1183, p = 0,365).

En el andlisis de la carga bacilar en muestras de frotis paucibacilares y de
1+; en ZN y AF, las cargas bacilares en el pellet diluido y pellet fueron

significativamente altas en comparacion al frotis directo (Tabla 3).

Tabla 3. Carga de bacilos en las variantes microbioldgicas en frotis

paucibacilares y 1+

Veraee e N medina  medina | PeleLdlido,

s (RIQ) (RIQ)
_ 6 28 11
BacllosZN 49 (00-400)°  (55-1000)° (409950 O
Bacilos AF 44 8.5 14.0 14.0 0.0299

(2.0-28.8)%  (2.3-42.5)°  (3.3-62.5)"

Notas: *° representan subgrupos significativamente diferentes segun la prueba de
rangos con signos de Wilcoxon. Modificado de: Coronel et al., (2019).
Abreviaturas: ZN: Zichl-Neelsen, AF: Auramina fluorescencia, RIQ: rango

intercuartil.

El nivel de detritus en ZN (Figura 14) fue significativamente mayor en el
método directo y pellet en comparacion al pellet diluido (p < 0,001). EI 44,9% de

las muestras procesadas con el méetodo directo se clasificaron con nivel escaso y
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medio de detritus; en el grupo pellet el 51% de las muestras como medio y del grupo
pellet diluido el 86,5% como escaso. En el caso de la AF, estas pruebas mostraron
diferencias significativas en la distribucion de los detritus, teniendo el método de

pellet mas detritus que el directo y el de pellet diluido (p < 0,001).

Ziehl-Neelsen microscopy detritus

100+
@ Direct
Bl Pellet
@8 Diluted Pellet

Number of cases

Scarce Medium Abundant
Levels of detritus

Figura 14. Detritus en microscopia Ziehl-Neelsen observados en todas las
variantes microbioldgicas. Las columnas representan el nimero de casos para

cada nivel de detritus. Tomado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1.

Se obtuvieron un total de 891 imégenes de las 40 muestras procesadas, de
las cuales 114, 117 y 114 fueron imagenes en ZN mientras que 183, 180 y 183 en
AF utilizando los métodos directo, pellet y pellet diluido, respectivamente. En ZN
(Figura 15) tanto el pellet como el pellet diluido mostraron mayores recuentos que
el método directo (p < 0,0001). En AF, el método del pellet tuvo recuentos mas

altos que el frotis directo y el pellet diluido (p < 0,0001).
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Figura 15. Recuento de bacilos para todas las variantes en imagenes de laminas
coloreadas con Ziehl Neelsen. Tomado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1.

Nota: ***p < 0,001.

Sistemas de filtracion para el tratamiento de esputo

A pesar de la superioridad aritmética de las muestras filtradas con presion
positiva, la carga bacilar fue similar entre el frotis directo de presion positiva
(mediana: 105,5, RIQ: 11,25-320) y de presion negativa (mediana: 50, RIQ: 4,3-
141,5) (P = 0,2033). El nivel de detritus fue significativamente mas alto en las
presiones positivas (p < 0,0001) como negativas (p < 0,05) en comparacion con el
frotis directo. Las presiones positivas y negativas mostraron una distribucion
similar de detritus (p > 0,05). La prueba no paramétrica de Mann-Whitney mostrd
que la presién positiva dio lugar a volimenes significativamente mayores (p <
0,0001) (mediana: 15 mL, RIQ: 15,0 - 15,0) en comparacion con la presion negativa
(mediana: 9,5 mL, RIQ: 7,8 - 13,5). La prueba no paramétrica de Mann-Whitney

mostré que la presion positiva dio lugar a tiempos de filtracion significativamente
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mas rapidos (p < 0,0001) (mediana de 75 s, RIQ 25,75-345,0) en comparacion con

la presion negativa (mediana de 600,0 s, RIQ 600,0-600,0) (Figura 16).
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Filtration system
Figura 16. Tiempo de filtracién del sistema de presion positiva comparado con
el sistema de presion negativa Tomado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1.

Nota: *** p < 0,0001.

V.2. Resultados - Articulo 2

Determinacion de la CMI utilizando la placa UKMYC6

Se determinaron las CMls para 13 farmacos antituberculosos utilizando la
placa UKMYC6. Del total de lecturas obtenidas en las placas, el 99% mostraron
resultados validos. De ellos, el 80% (397/496) de las cepas resultados MICs
disponibles a los 14 dias y el 20% (99/496) a los 21 dias.

El analisis comparativo entre los resultados del APM y las CMIs de las
placas UKMYC6 para los 6 farmacos evaluados (rifampicina, isoniazida,

etambutol, etionamida, kanamicina y levofloxacina) determind una buena
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concordancia para los farmacos rifampicina, isoniazida, kanamicina y

levofloxacina.
A Rifampicin Isoniazid Ethambutol
(ns=69; ng=411) (ng=32; nz=464) (ng=269; n;=216)

Ethionamide Kanamycin Levofloxacin
(ns=338; ng=154) (ng=437; ng=53) (ng=427; ng=54)

0 20 40 60 300 200 100 0 0 10 20 30 300 200 100 0
B Rifabutin Amikacin Moxifloxacin
(n=494) (n=491) (n=495)
>2 >4
2 4.0
! o
0.5 05
0.25 0.25
0.12 0.12
<0.06

<0.06

Bedaquiline Delamanid Clofazimine Linezolid
(n=493) (n=495) (n=492) (n=490)
1.0 0.5 20 40
05 025 1.0 20
gfg 0.12 05 10
0:06 0.06 0.25 0.5
0.03 003 0.12 0.25
0.015 0.015 0.06 0.12
<0.008 <0.008 <0.03 <0.06
0 100 200

Figura 17. Distribucion de las CMls en comparacion con los resultados

obtenidos por APM. Tomado de Puyen et al., (2022). Ver anexo 2.
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Notas: A. Analisis obtenido de la comparacién de los resultados de susceptibilidad
por APM, categorizados como susceptibles (barras azules) o resistentes (barras
naranjas), en comparacion con las CMlIs obtenidas en placas UKMYC6. APM fue
el método de referencia. B. Distribucién de las CMlIs de los farmacos analizados
Unicamente por la metodologia de placas BMD. Para ambos andlisis, las
ECOFF/ECV de las placas UKMYC6 se indican con lineas discontinuas. Las
cantidades de cepas susceptibles (ns) y resistentes (nr) por APM se especifican para
cada farmaco. Para el caso de los farmacos que no fueron evaluados por APM, se

especifico el nimero total de cepas o mediciones (n) realizadas.

Sin embargo, hubo un considerable solapamiento para las cepas definidas
como resistentes y susceptibles a etambutol y etionamida por APM (Fig. 17-A).
Para el resto de los farmacos (rifabutina, amikacina, moxifloxacina, bedaquilina,
delamanid, clofazimina y linezolid) no se disponia de un resultado de
susceptibilidad a farmacos de referencia (Fig. 17-B). Ninguna de las cepas presento
CMls superiores a los valores de ECOFF/ECVs para los farmacos nuevos o
reutilizados, por lo que se definieron como cepas fenotipicamente susceptibles por

la metodologia de la placa BMD (Fig. 17-B).

Rendimiento de la metodologia de BMD en placas comparada con el APM
para la determinacion categdrica de susceptible/resistente.

El uso de los valores ECOFF/ECVs en las placas UKMYC6 (excluyendo
los resultados con CMIs limites) para los seis farmacos mencionados anteriormente

determino una concordancia categorica media de 0,93 siendo las mas altas para
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rifampicina, isoniazida, kanamicina y levofloxacina. Utilizando la categoria APM
como referencia, la sensibilidad de la placa de BMD UKMYC6 para la deteccion
de la resistencia a los medicamentos fue la mas alta para isoniazida (0,98) y la
rifampicina (0,93) y la més baja para etionamida (0,66) y kanamicina (0,68). La
especificidad fue alta para todos los farmacos, desde 0,91 para isoniazida hasta 1,0

para kanamicina (Tabla 4).

Tabla 4. Rendimiento de la metodologia BMD UKMYC6 en comparacion con

el APM para la determinacion de la resistencia a los farmacos

Sersibilidad  Especificidad VPP VPN Acterdo  Kappa
Famaco BMD  APM (IC95%)  (IC95%)  (IC95%)  (IC95%) categorico de Cohen

RS
RIaTpERe E 32833 527 (0.9%,93.95) (0.9%,917.00) (0.9%,9300) (0.6%,73.79) o 0B
sonezdz 5 3§1 239 (0.9%,9399) (0.7%,93.98) (0.9%,93.00) (0.6%,83.93) b 0%
Earbiol g 14017 2?1 (0.6%,702.79) (0.9%,98.98) (0.8%,98.97) (0.7%,83.88) wer ot
Eloraris E ?12 31087 (0.5%,63.74) (0.9?,93.97) (0.7%,83.90) (0.8%,8(;.90) b | o
Kenencre E f? 4g7 (0.5(3{,63.80) (0.9;,0 3.00) (0.9%,0300) (0.9(3{,93.98) oot On
Levofoacr E 7 424 (0.7?3',8(5.95) (0.9%,919.00) (0.8%,9(;1.99) (0.93',9399) 08| 0B

Notas: Los resultados con MIC limitrofes se excluyeron del anlisis. APM es el
método de referencia. Modificado de: Puyen et al., (2022). Ver anexo 2.
Abreviaturas: APM: Método de las proporciones en agar 7H10, BMD: Método de

microdilucion en caldo, R: Numero de cepas fenotipicamente resistentes, S:
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NUmero de cepas fenotipicamente susceptibles, VPP: Valor Predictivo Positivo,

VPN: Valor Predictivo Negativo, IC 95%: intervalo de confianza al 95%.

Secuenciamiento del genoma completo utilizado para el anélisis de resultados

discordantes

Se identificaron 266 resultados discordantes (presentes en 191 cepas
diferentes) para los seis farmacos evaluados. El 75% (200/266) fue para etambutol
y etionamida. Los analisis posteriores que excluyeron las CMI limite redujeron
considerablemente el nimero de resultados discordantes a 179 (presentes en 122
cepas diferentes). El etambutol y la etionamida presentaron nuevamente los
mayores grados de discrepancia, con un 13% (49/367) y un 14% (64/460),
respectivamente. Para la mayoria de los agentes, el secuenciamiento apoyo la mitad
de los resultados obtenidos por APM (52%, 93/179) y la mitad de los obtenidos por

el sistema BMD (48%, 86/179). (Tabla 5).
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Tabla 5: Analisis de los resultados discordantes entre el APM y la metodologia

BMD UKMYCS6.
Resultados Resultados
WGS de APM de BMD
Farmaco Total APM BMD respaldados respaldados
S R por WGS  por WGS
(%) (%)
: - S R 1 1
Rifampicina 30 R S 7 21 22 (73) 8 (27)
_— S R 2 1
Isoniazida 9 R S 4 5 4 (44) 5 (56)
S R 0 8
Etambutol 49 R S 18 23 23 (47) 26 (53)
. : S R 7 11
Etionamida 64 R S 24 27 29 (45) 35 (55)
- S R 0 0
Kanamicina 17 R S g 9 9 (53) 8 (47)
. S R 1 2
Levofloxacina 10 R S 5 5 6 (60) 4 (40)

Notas: Se muestra el resultado genotipico obtenido por WGS. Los resultados con
MICs limitrofes se excluyeron del analisis. WGS*: utilizado como método de
referencia para la resolucion de los discordantes. Modificado de: Puyen et al.,
(2022). Ver anexo 2.

Abreviaturas: APM: Método de las proporciones en agar 7H10, DMO: Método de
Microdilucién en caldo, WGS: Secuenciacion del genoma completo, R: Numero de

cepas resistentes, S: Numero de cepas sensibles.

V.3. Resultados - Articulo 3
Cultivo MODS
Las colonias de TB que crecen en un cultivo MODS atraviesan tres fases de

crecimiento facilmente distinguibles visualmente (Figura 18). En promedio,
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durante los primeros 5-6 dias emergen pequefias estructuras en forma de "coma".
Entre los dias 7y 9, adquieren la forma de "cordon™ y a partir del dia 10, las colonias
se aglutinan formando "conglomerados". En este estudio se evaluaron las placas
durante tres dias consecutivos a partir del séptimo dia de incubacion, ya que se
considera el momento dptimo segin diversos estudios para obtener un cultivo

MODS positivo detectable.

Figura 18: Patrén del crecimiento caracteristico de los cordones de MTB en
los cultivos MODS observados a un aumento total de 100X. (A) Dia 6 de cultivo;
(B) Dia 8 de cultivo; (C) Dia 13 de cultivo. Los cordones observados entre los dias

7-9 son muy especificos y claros para el diagnéstico de MTB. Ver anexo 3.

Parametros optimizados

El algoritmo de la mediana en la filtracion del ruido de fondo minimizé la
intensidad de los conglomerados en la imagen con respecto al algoritmo de la media
y del tercer orden. Las distribuciones de los valores de foco tanto de las cepas
aisladas como de las muestras de esputo siguen un mismo patrén (p = 0,5011),
visualmente similares; por lo tanto, las distribuciones para ambos tipos de cultivo
derivan de la misma distribucion continua y comparten los mismos parametros. Por

esta razon, para subsiguientes analisis ambos grupos fueron combinados. Se realizd
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una estimacion permisiva del rango de autoenfoque 6ptimo (el que maximiza las
posibilidades de contener un valor correcto para casi todas las muestras) tomando
el rango conformado por el redondeo de los valores de enfoque minimo y méximo
de esta distribucion combinada. El valor de autoenfoque optimo resultante fue de

2000-4000 pm.

Evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas de los cordones MODS en las

imagenes capturadas con el microscopio sin lente Cytonote

En total se analizaron 252 imégenes digitales de cultivos MODS de 7 a 9
dias. De estas, 72 provenian de cultivos con cepas puras de TB y 180 de muestras
de esputo con baciloscopia positiva. La evaluacion inicial determind que Cytonote
produce iméagenes claras de los cordones de TB con minimas diferencias en
comparacion con lo que se observa en un microscopio invertido (Figura 19-A). Se
detectd positividad en todas las imagenes. Las imagenes en los cultivos de cepas
puras se detectaron los cordones con mayor claridad sobre un fondo libre de ruido
(Figura 19-B) a diferencia de los cordones en las muestras de esputo, donde es
comun encontrar un fondo con células o detritus (Figura 19-C). La forma sinusoidal
de los cordones, con longitud y grosor variable, son las caracteristicas morfoldgicas

mas importantes para el reconocimiento visual de TB en las imagenes.

Evaluacion de las iméagenes con Cytonote para el diagnéstico de TB

Se obtuvieron 2361 iméagenes de cultivos MODS de 7 a 9 dias con Cytonote.
Del total, 911 provenian de 38 cultivos de cepas puras y 1450 de 62 muestras de
esputo. La mayoria de las imagenes fueron reconstruidas adecuadamente mediante

el software Horus, para una correcta interpretacion de los cultivos MODS. Las
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imagenes con buen enfoque permitieron distinguir la forma sinuosa de los cordones
con longitud y grosor variable (Figura 19). Los extremos puntiagudos y el aumento
de brillo en los bordes de los cordones observados con la microscopia invertida

convencional, no se aprecian.

Figura 19: Comparacién de imagenes digitales de cultivos MODS positivos al

dia 8 de cultivo. Ver anexo 3.

Notas: (A) Imagen de una muestra de esputo observada en un microscopio
invertido y capturada con camara Nikon digital DS-L2 (B) Imagen de cepa pura de
MTB capturada con Cytonote (C) Imagen de muestra de esputo positiva a MTB
capturada con Cytonote. (B-1) y (C-1) segmentos de imagen original Cytonote; (B-

2) y (C-2) segmentos de imagen Cytonote ampliado con zoom.

Las imé&genes de los cultivos de cepas puras mostraron mayor definicion y
claridad en comparacién con las imagenes correspondientes a los cultivos de esputo

(Figura 19-B y 19-C). Del total de imagenes obtenidas, 112 (12,3%) y 143 (9.9%)
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correspondientes a los cultivos de cepas puras y muestras de esputo
respectivamente, mostraron un bajo nivel de enfoque no interpretable.

Luego de la reconstruccion manual, el 95.85% pudo ser reconstruida con el
enfoque adecuado para su interpretacion. La comparacion final con las imagenes
reconstruidas mostré una concordancia del 97.59% para los cultivos de cepas puras

y del 94.76% para los cultivos de esputo con el método MODS.

Tabla 6: Performance de la microscopia sin lentes Cytonote comparado con el
cultivo MODS para la deteccion de MTB en imagenes de cepas puras y

muestras de esputo

Enfoque automatico Enfoque manual
Variables MODS MODS MODS MODS
cepas esputo cepas esputo

Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
Cytonote Pos 729 0 289 21 819 0 356 21
Cytonote Neg 112 70 122 1018 22 70 55 1018

Sensibilidad % 86.7 70.3 97.4 86.6
Especificidad % 100 98 100 98

VPP% 100 93.2 100 94.4
VPN% 38.4 89.3 76.1 94.9
Kappa 0.5 0.74 0.85 0.87

Notas: EI Método MODS de cepas y de esputo es el método de referencia. Ver
anexo 3.
Abreviaturas: Pos: positivo, Neg: negativo, VPP: valor predictivo positivo, VPN:

valor predictivo negativo.
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VI. DISCUSION

V1.1. Discusion especifica de cada estudio

Articulo 1: Evaluacion de variantes microbioldgicas del procesamiento del
esputo y de la concentracién de micobacterias para optimizar el diagnostico
microscopico y por imagen de la tuberculosis

El primer estudio busca mejorar la baciloscopia que al ser la herramienta
base del diagndstico microbioldgico, es usada aun a pesar de su baja sensibilidad.
La baciloscopia es realizada usualmente a partir de muestras de esputo en forma
directa y con menos frecuencia a partir de esputos descontaminados. Cuando los
esputos son descontaminados, la muestra es resuspendida en el mismo volumen que
la muestra original. La estrategia para mejorar este método se concentro en el
proceso de las muestras de esputo, con el objetivo de aumentar la sensibilidad de la
baciloscopia las muestras descontaminadas fueron concentradas (pellet) y con el
objetivo de disminuir los detritus las muestras descontaminadas fueron diluidas
(pellet diluido). Los resultados fueron analizados directamente de los observado en
el microscopio y de las imagenes tomadas. Asimismo, se probaron dos sistemas de
filtracion de las muestras con el objetivo de concentrar las muestras y reemplazar
los pasos de centrifugacion.

Las variantes microbioldgicas fueron comparadas a través del recuento de
los bacilos y no a través de resultados positivo/negativo como usualmente es
reportado con la finalidad de evaluarlos en forma cuantitativa. La mayoria de los

estudios realizan comparaciones s6lo a nivel categdrico, lo cual es relevante en un
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entorno clinico, pero podria ser perjudicial para la cuantificacion detallada de los
efectos de las nuevas variantes microbioldgicas que se pretenden introducir.

El recuento de bacilos para las dos variantes microbiol6gicas fue
significativamente mayor en ZN y AF en comparacion con el frotis directo,
aumentando significativamente la sensibilidad en un 7,1% y un 2%. Por lo tanto,
estas variantes contribuyen a aumentar tanto la sensibilidad como potencialmente
la especificidad, facilitando las observaciones microscépicas y reduciendo los
objetos de distraccion y las fuentes de confusion frente a los bacilos.

En este estudio se clasifico la presencia de detritus (restos) como
caracteristica de los frotis de esputo tefiidos para ZN y AF. La variante de frotis
directo y pellet de ZN present6 mayor nivel de detritus que el pellet diluido (p <
0,001). En la AF, se encontré un mayor nivel de detritus con la variante pellet (p <
0,001) que en los otros métodos. La presencia de detritus en mayor cantidad en la
variante pellet concuerda con el hecho que son muestras concentradas; sin embargo,
la presencia de dichos detritus no disminuye la capacidad de observacion de los
bacilos. La variante pellet diluido mostré una mejor especificidad debido a una
imagen resultante mas limpia.

Los analisis visuales a partir de fotografias de ZN y AF utilizando las
variantes descritas, con el objetivo de explorar su utilidad en el desarrollo de
algoritmos de reconocimiento. Visualmente, se observd una mayor carga de bacilos
en la ZN de pellet y de pellet diluido (p < 0,001) en comparacion con el frotis
directo, asi como con la AF. Estos resultados son similares a las observaciones

piloto anteriores (datos no mostrados), en las que se cuantifico la carga de bacilos

59



y se categorizo el detritus en las imagenes evidenciando que habia menos ruido de
fondo y artefactos en la variante de pellet diluido para ambos métodos de tincion.

Con respecto a la evaluacion de los métodos de filtracion que permitan a
partir de muestras de esputo concentrar los bacilos de MTB, el método de filtracion
positiva a diferencia del método de filtracion negativa mostré tiempos de
procesamiento mas cortos, menor ocurrencia de atascos y superioridad numérica en
el pardmetro de carga de bacilos, pero sin alcanzar diferencias significativas. El uso
de sistemas de concentracion de esputo, por filtracién con presién negativa, ha sido
estudiado previamente, confirmando las ventajas observadas. Otros estudios
utilizaron diferentes sistemas colectores mostraron mejoras en comparacion con el
frotis directo, pero con la limitacion de la formacion de tapones en el 5%-20% de
las muestras. Otros estudios, sin embargo, utilizando colectores de aluminio
multitest, no mejoraron significativamente la sensibilidad en comparacion con el
frotis directo. A diferencia de otros estudios, aqui comparamos dos prototipos de
sistemas paralelos (presion positiva y negativa) en condiciones de trabajo similares
con el mismo volumen de muestras y midiendo el tiempo de filtracién y el volumen
filtrado de muestra en cada equipo. En este estudio, el método de filtracion fue
probado directamente con muestras de esputo sin previo proceso, sin embargo, el
principal inconveniente fue el atascamiento en la filtracion.

Los sistemas de filtracién de esputo son relativamente econdémicos por lo
que es una opcion de reemplazo a los métodos de centrifugaciéon. Estudios
adicionales son necesarios para que pueda usarse en forma masiva acompariado de

un sistema o algoritmos que identifiquen las micobacterias presentes.
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Articulo 2: Evaluacion de la metodologia de microdilucién de caldo en placas
para pruebas de susceptibilidad de Mycobacterium tuberculosis en el Peru.

El segundo estudio evalta un método de susceptibilidad a partir de aislados
de MTB, el cual es capaz de evaluar maltiples f&rmacos en un solo tiempo.
incluidos farmacos nuevos y repropuestos recientemente por la OMS para el
tratamiento de la TB-DR. Por tal motivo se propuso evaluar la metodologia de
microdilucion en caldo utilizando la placa UKMYC6 la cual proporciono la CMI a
13 farmacos en una sola plataforma.

Este trabajo, presenta la primera oportunidad de describir el perfil completo
de farmacorresistencia a partir de la CMI de una muestra epidemiolégicamente
representativa de cepas de MTB resistentes en el Peru. Ello es fundamental para el
disefio de regimenes de tratamiento estandarizados para la TB-MDR vy brind6 la
oportunidad de comparar la metodologia propuesta con el método tradicional de las
proporciones en agar 7H10.

La placa BMD es una herramienta conveniente que determina la CMI de
diversos farmacos, esto permite dirigir tanto la eleccion del farmaco como la dosis
para un tratamiento individualizado. Facilita la adicion de otros nuevos farmacos y
puede adaptarse a una diversa gama de CMIs de ser necesario. Recientemente, la
OMS ha destacado la gran viabilidad de esta metodologia y ha comenzado a
analizar su rendimiento para recomendar su uso clinico.

En general, no se detectd resistencia a los farmacos nuevos y reutilizados.
Ninguna cepa super6 el ECOFF/ECV para bedaquilina, delamanid, clofazimina o

linezolid. Estos resultados coinciden con estudios previos; por lo tanto, se
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recomienda su introduccion al programa de TB. Una comparacion con cepas
representativas contemporaneas seria instructiva e importante.

La deteccidn de resultados discordantes en pruebas fenotipicas y genotipicas
ha sido reportada en diversos estudios. EI mayor porcentaje de resultados
discordantes en nuestro estudio se obtuvo en etambutol y etionamida y concuerda
con otros reportes. La OMS, reconoce también que las DST fenotipica carecen de
suficiente reproducibilidad y no se recomienda para estos farmacos. La
considerable disminucién de los casos discordantes aplicando concentraciones
limite demuestra el gran desafio de definir un fenotipo binario susceptible/resistente
para determinados farmacos. El sistema BMD se presenta como una alternativa
frente a sistemas tradicionales como el APM. Esta plataforma evalla
simultaneamente un rango de concentraciones para cada farmaco frente al APM
que evalla Unicamente concentraciones criticas de un nimero limitado de farmacos.
Ademas, brinda rapidos resultados, de meses a s6lo 14 dias. Asimismo, la
practicidad del disefio permite personalizar las placas del sistema BMD con
diferentes farmacos y rangos de concentracion que se ajusten mejor a la realidad de
cada pais. El analisis simultaneo de varios farmacos anti-TB supondria una gran
ventaja en paises con alta carga de TB-DR como el Pert, donde los flujos
tradicionales generan retrasos en los resultados con alto costo. Por otro lado, se
estima que la sustitucion de farmacos y el reajuste de las concentraciones no
supondrian un aumento significativo de los costos de produccion en cada pais.

El valor de los datos de la CMI reside en comprender su distribucién en
poblaciones bien caracterizadas en el tiempo (uso en salud publica) y en el manejo

de casos cuando las opciones terapéuticas son muy limitadas pero el aumento de la
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dosis podria facilitar la eficacia (uso clinico). La reevaluacion periodica del perfil
nacional de distribucion de la CMI, en particular para los farmacos nuevos y
reutilizados en este estudio permitiria conocer la velocidad a la que estan (0 no
estan) surgiendo las cepas resistentes, ello no se evidenciaria con los datos binarios
de susceptibles/resistentes.

Un punto fuerte de este analisis es la representatividad nacional gracias al
muestreo estratificado de las cepas en el periodo del estudio que garantizd una
cobertura nacional completa y proporcionada. La disponibilidad y el uso del WGS
para el analisis de discrepancias fue una mejora de importancia critica para no
depender de una Unica metodologia como "patréon de oro". Una limitacion del
andlisis fue la falta de datos del APM para los agentes nuevos y repropuestos.

La répida expansion del uso del WGS para las DST de la TB, la creciente
biblioteca de SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido) que confieren resistencia
y la baja de costos sitian al WGS como un probable sucesor de las DST fenotipica
en entornos donde la infraestructura lo permita. Las herramientas en la web para la
interpretacion del WGS pueden ofrecer "probabilidad de resistencia” para cada

farmaco que permitirian una toma de decisiones mas inteligente e informada.

Articulo 3: Evaluacion de la microscopia sin lente para la interpretacion de los
cultivos MODS y el facilitamiento del diagndstico de la tuberculosis

El tercer estudio, reporta por primera vez el uso del sistema de microscopia
sin lentes Cytonote para detectar MTB a partir de un cultivo liquido. Entre los
métodos de diagnostico basados en el crecimiento de las micobacterias en medio

liquido, se encuentra el método MODS que ha demostrado ser una herramienta
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simple y robusta para el diagnostico de TB y TB-MDR, sin embargo, al necesitar
de un microscopio invertido que suele ser costoso y de necesitar expertos y tiempo
para las lecturas microscopicas se propuso el uso de la microscopia sin lentes
Cytonote para que facilite el diagnostico con MODS ya que proporciona imagenes
en un mayor campo de vision con ausencia de enfoque manual entre las tomas y
realizar el analisis de las imagenes en tiempo real con menor trabajo para el
operador.

Dado ello, la estrategia para este estudio se concentr6 en evaluar
inicialmente si el microscopio sin lentes Cytonote podria a ayudar a generar
imagenes de los cordones MODS y sobre ello estudiar su morfologia que permita
su reconocimiento en un corto tiempo. Asimismo, se evaluaron un grupo de
imagenes obtenidas por Cytonote obtenidas a partir de cepas y muestras de esputo
cultivadas con MODS con el objetivo de diagnosticar TB como positivo o0 negativo
mostrando la imagen en un monitor de computadora.

La evaluacion inicial determin6 que Cytonote produce imagenes claras de
los cordones de TB con MODS y que su morfologia se visualiza con poca diferencia
con respecto a lo que se observa en un microscopio invertido, siendo los cultivos
de cepas puras donde se detectan con mayor claridad los cordones de MTB sobre
un fondo sin ruido y en muestras de esputo donde es comun encontrar
adicionalmente células o detritus. En ambos cultivos, se determiné que la forma
sinusoidal de los cordones adoptando longitud y grosor variado son las
caracteristicas morfoldgicas mas importantes para el reconocimiento visual de TB

en las imagenes.

64



Con respecto al desempefio en el diagnéstico de la TB a partir de la captura
de imé&genes digitales con Cytonote, esta plataforma demostrd ser una herramienta
répida y simple, aunque, en algunos casos, es necesaria una inspeccion de distintas
imagenes reconstruidas de una misma muestra. Pese a ello, muestra ser una
herramienta de gran utilidad que facilita el diagndstico de la TB a partir de los
cultivos MODS.

Una fortaleza del presente estudio es que permitio la identificacion y
evaluacion de los cordones MODS en una imagen completa dentro de un campo de
visién de 29,4 mm? utilizando un sensor CMOS de 10 megapixeles. Sin embargo,
en cultivos de esputo con alta cantidad de detritus y/o células, los cordones no se
distinguen con claridad. Este detalle se presenta ademas en los cultivos con alta
cantidad de cordones que forman conglomerados, las imégenes no lograban
distinguirse a diferencia de lo que logra la vista humana en el examen microscépico.
Ello representa una limitacién intrinseca de la plataforma utilizada.

Tanto el andlisis de las caracteristicas morfolégicas como la evaluacion de
las imagenes por Cytonote para el diagnostico de TB son subjetivos y dificiles de
estandarizar. Por lo tanto, los resultados dependen directamente de la capacidad
visual y de la experiencia de los profesionales que hacen MODS. La practica de
interpretar correctamente la imagen captada de un pocillo MODS puede acortar el
diagnostico sin la necesidad de usar un microscopio invertido.

Si bien nuestro estudio confirma la prueba de concepto que valida el uso de
la microscopia sin lentes para las lecturas e interpretacion de cultivos MODS en el
diagnostico de TB, debemos reconocer que aun existen ciertas limitaciones que

deben ser consideradas en futuros estudios para buscar mejores resultados.
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Los patrones de difraccion (hologramas) generados con el microscopio sin
lentes, deben ser tratados matematicamente para reconstruir la imagen fisica real.
En el presente estudio hemos encontrado que luego de optimizar inicialmente el
parametro de enfoque en el eje-Z, este Unico pardmetro no es capaz de reconstruir
los hologramas y generar imagenes de déptima calidad para todas las muestras.
Aproximadamente en un 11% de los casos, las imagenes reconstruidas utilizando
el Unico parametro de enfoque/eje-Z optimizado, son borrosas y no es posible
interpretarlas adecuadamente. En estos casos, tuvimos que repetir el procesamiento
del holograma, empleando el software Horus, para distintos valores del parametro
de enfoque/eje-Z. En cada caso encontramos que al menos un pardmetro de
enfoque/eje-Z fue capaz de reconstruir una imagen con calidad adecuada para
realizar un diagndstico confiable.

La razén por la cual, casi un 11% de los cultivos MODS, a diferencia de los
cultivos celulares para los cuales el sistema de microscopia sin lentes Cytonote fue
originalmente disefiado, requieren un parametro de enfoque/eje-Z a medida, podria
deberse a que las estructuras de cordones asociadas a las colonias, se forman no
necesariamente en un mismo plano con respecto al nivel del pozo. Los cordones de
TB, pueden doblarse y alcanzar una compleja estructura en 3 dimensiones o podrian
crecer montados sobre algunos restos contaminantes, formandose por lo tanto en
planos distintos, por lo cual requieren parametros de enfoque/eje-Z optimizados
para la muestra especifica. Esto representa una importante limitacion de la
aplicacion de la tecnologia de microscopia sin lentes. Creemos, sin embargo, que
una mejora para los softwares de reconstruccion, podria ser que de manera

automatica reconstruyan las imagenes de los hologramas, para distintos parametros
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de enfoque/eje-Z en un cierto rango alrededor del parametro 6ptimo inicialmente
estimado.

Otra limitacion identificada fue la formacién de condensacion en las tapas
de las placas de MODS generado al momento de sacarlas de la incubadora
ocasionando pérdida de la calidad de las imagenes. Si bien el sensor CMOS apunta
a la placa por debajo de esta, la fuente de luz ilumina y atraviesa la muestra desde
arriba, pasando a través de la tapa. Sin embargo, esto fue subsanado aplicando calor
sobre la placa utilizando una sopladora de aire caliente.

Este estudio demuestra que la microscopia sin lentes Cytonote permite la
deteccion temprana y automatica de cultivos MODS, respondiendo a necesidades
béasicas de los usuarios. Ademas, este estudio es la base para el desarrollo de nuevos
dispositivos de iméagenes 100% automaticos que permitan la deteccion y monitoreo
simultaneo dentro de una incubadora de una placa completa de 24 pocillos para
evaluar varios cultivos facilitando el diagnostico de TB-MDR en un tiempo corto.
El evaluar un tnico pocillo requiere la inspeccion de 25 campos microscopicos con
un aumento de 100X para un experto en MODS lo cual puede tomar de 4-5 minutos
para un operador no experto, lo cual, usando microscopia sin lente, dicha captura
se realiza en un instante. Esto abre posibilidades prometedoras para desarrollar
sistemas automatizados mas rapidos para el diagnostico de TB basados en cultivos
MODS. El enlace de un microscopio sin lentes, con un algoritmo de reconocimiento
de patrones, que permita un diagndéstico rapido y automatico, seria una herramienta

importante para ayudar y simplificar el diagnostico de TB basado en MODS.
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V1.2. Discusion integrada

El presente trabajo doctoral aporta a partir de los tres estudios referidos un
conjunto de nuevas técnicas y herramientas microbioldgicas simples, bésicas y
econdmicas que permitan mejorar la deteccion de casos de TB y la TB-DR. Los
trabajos sefialados surgen en base a la necesidad de mejorar las estrategias
microbioldgicas actuales y que son aun de uso amplio en los paises en vias de
desarrollo. De igual forma, estos trabajos han permitido plasmar en forma sencilla
y breve el acceso a conocimiento nuevo para el manejo microbiol6gico de la TB.

Los trabajos planteados en esta tesis doctoral se dan como respuesta a los
problemas concretos, antiguos y vigentes para el diagndstico microbiolégico de la
TB. Lo descrito en los trabajos mencionados en este manuscrito son claramente
insuficientes para abarcar los problemas en la deteccion de los casos y del
reconocimiento rapido de la resistencia a los farmacos. Sin embargo, aporta nuevas
herramientas y alternativas de optimizacion de métodos existentes que permitan
frenar o mejorar el avance de la TB especialmente en paises con bajos recursos.

El trabajo realizado en esta tesis doctoral no implica la culminacion de
trabajos publicados solo para el conocimiento cientifico sino marca el inicio de méas
estudios relacionados que permitan mejorar los hallazgos encontrados y de nuevos
retos diagndsticos que permitan controlar la propagacion de la enfermedad. En el
caso de las variantes microbioldgicas propuestas ha permitido su implementacion
como justificacion cientifica en nuestro laboratorio y en el laboratorio referencial
de TB de la Direccion de Salud del Callao tanto para muestras de esputo y muestras

extrapulmonares como parte de sus estrategias para mejorar la deteccion de casos
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en forma oportuna. Con respecto a las variantes microbioldgicas descritas para el
desarrollo de algoritmos de reconocimiento, nuestros hallazgos iniciales sirvieron
de argumento para el desarrollo de algoritmos de reconocimiento de iméagenes para
extendidos coloreados tanto para ZN y AF, en ambos casos, los resultados
obtenidos son positivos, se reportd que el uso de las variantes produce imagenes
mas limpias, rechazando con éxito los objetos clasificados como no bacilos en
>90% de los casos como lo describe Del Carpio et al., (2019) y Dianderas et al.,
(2020).

Asimismo, el uso de las placas de microtitulacion en caldo usando la placa
UKMYC6 para la deteccion de la CMI a diversos farmacos propuesto por el
Consorcio CRyPTIC (Prediccion integral de la resistencia a la tuberculosis: un
consorcio internacional) estan impulsando mejorar en el control de la TB resistente
y apoyar a la estrategia End TB de la OMS para un mejor, rapido y efectivo
tratamiento de la TB-DR. Ha permitido en su estudio el mapeo de variaciones
genéticas en el genoma de MTB que confieren resistencia a multiples farmacos en
20 632 aislados de 11 diversos paises del mundo; asimismo, proporciona evidencia
que respalda el uso de las placas UKMYC6 en el camino a la obtencion de pruebas
universales para el tratamiento mejorado e individualizado de cada paciente
afectado. Nuestro estudio permitié caracterizar un conjunto de cepas resistentes
epidemioldgicamente representativas de todo el Perd demostrando resultados
alentadores y permitio caracterizar otros farmacos utilizados en el control de la TB
tanto nuevos como otros recientemente propuestos por la OMS. Actualmente, una

nueva version de la placa UKMY C6 esta siendo evaluada con aislados de Lima por
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un grupo independiente de investigacion del Perd utilizando similares farmacos
(comunicacion personal).

Optimizar herramientas diagnésticas que han evidenciado ser sencillas,
robustas y de amplio uso en diferentes entornos como el método MODS es tener la
oportunidad de mejorarlas y masificar ain mas su uso en el diagnostico de la TB y
TB-MDR, lo desarrollado no es suficiente. Bajo este panorama, somos testigos en
estos afios del desarrollo de la 1+D+I en el campo de la microscopia y de la TB. La
creciente alza de la TB-DR en el mundo nos ha confirmado que el uso de un sistema
de microscopia sin lentes es util para la inspeccion por imagenes digitales de los
cultivos MODS y para la deteccion de MTB ofreciendo rapidez y simplicidad para
las lecturas, Sin embargo, presenta ciertas limitantes que se deben abordar y sienta
las bases para el desarrollo de nuevos dispositivos de iméagenes completamente
automaticos que permitan la deteccién y monitoreo simultaneo de una placa
completa de 24 pocillos en una incubadora, facilitando el diagnéstico de TB-MDR
en un tiempo corto.

Finalmente, los estudios descritos en esta tesis doctoral se considera que dan
un aporte cientifico microbiolégico importante y relevante para la busqueda de
herramientas faciles y simples para posibilitar el diagndstico de la TB y de la TB-
DR especialmente en paises donde son escasos los recursos y presentan alta carga

de la enfermedad.
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VII. CONCLUSIONES

Estudio 1:

Las variantes microbiol6gicas propuestas en el estudio mejoraron la
sensibilidad de la baciloscopia directa estandar en 7.1% y 2% tanto en
muestras de esputo coloreadas con ZN y con AF.

La variante pellet diluido present6 menos detritus en un 41.6% y 3.7% tanto
en muestras de esputo coloreadas con ZN y AF con respecto a la
baciloscopia directa estandar.

La carga bacilar fue significativamente mayor tanto en los frotis e imégenes
digitales utilizando las variantes propuestas coloreadas con ZN y AF
comparado con la baciloscopia estandar.

El método de filtracion positiva mostré mayor volumen filtrado en menor
tiempo y similar recuento de micobacterias a la filtracion negativa y al

método directo.

Estudio 2:

El método de microdilucion en caldo utilizando la placa UKMYCS,
demostrd rapidez para obtener resultados (14 dias en el 80% de las placas)
y buen desempefio para caracterizar las CMIs de diversos farmacos (99%
de MIC validos), asi como farmacos nuevos y otros repropuestos
recientemente.

El método de microdilucion en caldo mostro alta concordancia en la

susceptibilidad de rifampicina, isoniazida, kanamicina y levofloxacina y

71



modesta concordancia con etambutol y etionamida al ser comparado con el

APM.

Estudio 3:

- El uso del sistema de microscopio sin lentes Cytonote genera iméagenes
claras de los cordones de MTB en los cultivos MODS, facilitando el
diagnostico de la TB en un tiempo mas corto.

- Las imagenes obtenidas con Cytonote usando el enfoque automatico y
manual mostraron sensibilidades del 86.7%/97,4% para los cultivos de
cepas puras y de 70.3%/86,6% para los cultivos de esputo comparado con

el método MODS.
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VIl LIMITACIONES

Estudio 1

Las variantes microbiolOgicas propuestas mejoraron la sensibilidad para la
deteccion de bacilos de MTB en muestras de esputo en comparacion con el frotis
directo, sin embargo, se necesitan evaluar una mayor para cantidad de muestras para
confirmar estas mejoras en la coloracion de auramina en donde no se encontrd

diferencias estadisticas de las variantes con respecto a la baciloscopia directa.

Las variantes propuestas aclararon los frotis al disminuir los detritus
presentes para el recuento bacilar en un menor tiempo sin embargo esta variable no
fue evaluada en este estudio. Asimismo, los recuentos microscopicos tanto en los
frotis directo y en las variantes con ambos métodos de coloracion no son
comparables con el andlisis de imagenes dado que este Gltimo solo considerd 4-5
imagenes por lamina coloreada sin embargo los recuentos realizados fueron
significativamente superiores al compararse con el frotis directo, asimismo estas
imagenes fueron evaluadas posteriormente utilizando algoritmos de deteccion tanto
para ZN y AF, donde la variante pellet diluido brindo mejor sensibilidad en las

evaluaciones.

Los sistemas de filtracién evaluados con cierta frecuencia presentaron
obstrucciones que dependian de la viscosidad de las muestras de esputo, asimismo,
el tratamiento previo de las muestras para filtrar tomaba un tiempo prolongado a
comparacion del frotis directo. Es importante reducir estos eventos y para ello se
necesitan mas estudios que permitan disolver mejor las muestras de esputo con

pocos y simples procesos.
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Estudio 2

El método de microtitulacion en placa permitio la primera descripcion del
perfil integral de resistencia a traves de la CMI de una muestra representativa (a
nivel de prevalencia) de cepas de MTB del Peru, sin embargo, se requiere mas
evaluaciones para analizar su reproducibilidad para obtener un sistema optimizado

que pueda recomendarse para uso clinico.

No se obtuvo informacion de susceptibilidad por APM para algunos
farmacos utilizados en el tratamiento de la TB incluyendo los farmacos nuevos y
repropuestos Ultimamente por la OMS para los andlisis, sin embargo, se destaca la

versatilidad del BMD para evaluar gran diversidad de farmacos en un solo ensayo.

Estudio 3

Se requiere la optimizacion de los parametros de enfoque de la microscopia
sin lentes Cytonote especialmente para los cultivos de muestras de esputo dado a
que, a diferencia de los cultivos de células, los cordones MODS no se forman sobre
un mismo plano al nivel del pozo, estos pueden adquirir una estructura
tridimensional o desarrollarse en distintos planos junto a restos o detritus propios

de la muestra.

La presencia de detritus y/o células en los cultivos de esputo, asi como
muestras con abundantes cordones que forman conglomerados, no permite
distinguirse en las imagenes a comparacién de las imagenes obtenidas en la

observacién directa a través de un microscopio invertido convencional. Por tanto,
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los resultados con Cytonote dependen de la experiencia del personal que realiza las

lecturas y de la optimizacién futura que se dé al sistema.

La condensacion en las tapas de las placas MODS, al retirarlas de la
incubadora, produce bajo nivel de enfoque en algunas imagenes sin embargo en
nuestro estudio se soluciond aplicando calor a la placa con un soplador de aire

caliente.
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IX. RECOMENDACIONES

En base a las conclusiones y limitaciones ya descritas en esta tesis doctoral de los

estudios ya mencionados se describen las siguientes recomendaciones:

1. Las variantes microbiologicas podrian ser parte de las estrategias de los
programas de TB para la deteccion oportuna de casos. ES necesario mas
estudios que impulsen su utilidad de estas variantes, asi como explorar méas
su utilidad en el desarrollo de algoritmos de reconocimiento.

2. Es prioritario contar con herramientas simples que permitan determinar el
patron de resistencia a maltiples farmacos en un solo paso para mejorar la
tasa de éxito al tratamiento y cortar la trasmision de la TB-DR. El uso de la
placa UKMYC6, estd demostrando ser una herramienta conveniente que
permite un tratamiento individualizado y se esta analizando actualmente su
rendimiento para desarrollar un sistema optimizado que pueda
recomendarse en corto plazo para el uso clinico.

3. La microscopia sin lentes Cytonote utilizando imagenes digitales emerge
como una plataforma prometedora que permite la deteccion temprana y
automatica de los cordones tipicos de MTB en los cultivos MODS, sin
embargo, se requiere optimizar su sistema de enfoque. Ademas, se concluye
que futuras investigaciones deben abordar las limitantes encontradas y

facilite en tiempo corto el diagnostico de la TB 'y TB-MDR.
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nal Article

Evaluation of Microbiological Variants of Sputum Processing
and Concentration of Mycobacteria to Optimize the Microscopic
and Imaging Diagnosis of Tuberculosis

Jorge E. Coronel', Christian C. Del Carpio?, Erwin J. Di 2, Edgar A. F i", Guillermo L. Kemper?, Patricia Sheen’, Mirko J. Zimic'

'Laboratorio de Bioinformatica Y Biologia Molecular, Faculty of Science, Universidad Peruana Cayetano Heredia,
INICTEL Institute, Universidad Nacional De Ingenieria, Lima, Pera

Background: Direct sputum smear is still the first-choice tool for screening of tuberculosis worldwide. Variants of this technique, to improve
the sensitivity are desired. Methods: Two microbiological variants of the standard sputum smear (“pellet” and “diluted-pellet”) for both Ziehl-
Neelsen (ZN) and auramine fluorescence (AF) staining were evaluated. In addition, two methods for concentration of mycobacteria in sputum,
using positive and negative pressure filtration, were tested and compared. The evaluation of the microbiological variants was performed on 98
culture positive sputum samples from different TB patients. The diagnostics sensitivity and the level of detritus in the processed sputum were
determined. Bacilli load in the smear variants was determined by microscopic observation and by manual inspection of microscopic digital
images. The comparison of the mycobacteria filtration methods was performed on 76 smear positive sputum samples. Filters retaining the
concentrated mycobacteria were stained with AF and compared with the direct smear. Bacilli load, detritus level, filtered volume, filtration time
and background noise level, were determined. Results: The sensitivity of microscopy with the microbiological variants was 7.1% and 2% higher
in ZN and AF respectively, compared to direct smear. The sensitivity of AF in diluted pellet was significantly higher than all ZN variants (P <
0.05). Detritus level observed in slides was significantly lower in the diluted pellet than the pellet and direct smear in ZN and AF (P < 0.001).
A significant increase in the bacilli load in microscopic observation and digital images analysis was observed in pellet and diluted pellet than
the direct method (P <0.0001). The concentration of mycobacteria using positive-pressure filtration showed a trend to produce a higher bacilli
load compared to the negative-pressure filtration and direct smear, although it was not significant. Detritus levels were significantly higher in
both variants of filtration (P < 0.0001). Filtered volumes were higher in positive-pressure compared to negative-pressure filtration. Filtration
times were significantly higher in negative-pressure compared to positive-pressure filtration (P < 0.0001). Conclusion: The proposed variants
improved the performance of the standard sputum smear, making it an important test for settings with high rates of smear-negative TB cases.

Keywords: Concentration, filtration, sensitivity, smear, sputum, tuberculosis

INTRODUCTION The gold standard methods for TB diagnostics are primary
culture-based. The slow generational time of around 24 h of
MTB." requires for an average of 2—4 weeks for colonies to
appear in solid medial! or 7-10 days in liquid media culture.!"!
Even though many laboratories are adopting rapid diagnostic

Mycobacterium tuberculosis (MTB) active infection presents a
formidable public health challenge despite being a preventable
and curable disease, with now more deaths per year than HIV.I"!
The HIV/AIDS pandemic and the emergence of drug-resistance.
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technologies with automated cultures (i.e., MGIT 960) or
molecular tests (1.e., GeneXpert and Genotyping MTBDR
Plus), low-resource settings in developing countries with
high prevalence of the disease have limited the access to these
technologies. Therefore, the lengthy duration of the cultures
and the relatively high cost of molecular tests make them
prohibitive in these settings.

Currently, the direct sputum smear microscopy is the first-choice
screening method and has become the indisputable pillar of
active TB detection i the developing world. The Ziehl-Neelsen
(ZN) staining method is a simple, rapid, and low-cost assay, that
is, the first-screening tool worldwide.™™) Despite its advantages,
ZN is not very sensitive (30%—70%) m comparison with culture,
especially msputum samples with low-bacterial load commonly
found in pediatric and HIV-positive populations.

A sputum sample requires 10°-10° bacilli per milliliter
to be ZN smear positive, which is the reason for its low
sensitivity. Comparably, the auramine-fluorescence (AF)
smear microscopy has a higher sensitivity (40%—80%) and
consumes less time, since it allows for x400 magnification
microscopy inspection, which reduces to 2-3 min the reading
time, compared to the 10-15 min in ZN mspected at x1000
magnification. The recent development of inexpensive, robust,
and prolonged lifespan fluorescence microscopes based on the
light-emitting diodes motivated the WHO to recommend the
auramine smear microscopy as an alternative to ZN.I*7 The
high workload in TB endemic countries leads to technical
fatigue, which reduces the accuracy of microscopy inspection. ]
Therefore, it is important to improve the sensitivity of staining
methods and try to make them automatic.

In recent studies, microbiological variants of conventional
smear microscopy have been proposed to detect the minimal
amounts of mycobacteria in sputum, increasing significantly
the sensitivity. Added steps, including the centrifugation and
treatment of sputum with alkaline chemicals such as NaOH and
bleach to liquefy. clarify, and concentrate the sputum samples,
have revealed an improved detection of bacilli.

In a systematic review, it was shown that centrifugation with
the alkaline treatment of sputum is more sensitive than the
direct smear, without a compromise of specificity.[”

Otherwise, the majority of studies of studies compare the different
alternative methods of sputum concentration at a categorical level
that 1s not very precise to evaluate more precisely the effect of
the bacilli load.

The detritus, defined as the sputum solid material that can
disturb the recognition of the bacilli in ZN or AF, and therefore,
nfluence the result, 1s not considered either. The reduction
of detritus 1 the ZN and AF slides could improve the smear
microscope image quality, and therefore, would considerably
favor the development of more accurate algorithms of pattern
recogmition and automation of smear reading and interpretation.

Low amounts of mycobacteria in a positive sample will
increment the chance of a false-negative result, and for

this reason, the bacilli concentration techniques have been
proposed. A novel alternative method of concentration
was developed by the filtration of sputum samples using
polycarbonate membranes (25 mm in diameter and 1 wm pore).
After filtering, the membranes were fixed on a sheet to be held
and microscopically observed. This variant was able to increase
the sensitivity to 80.2% using fluorescence microscopy.['”

Subsequent evaluations using a negative-pressure filter system
with 13-mm diameter filters, showed a significant increase of
sensitivity of 89% compared to the direct method (56%) and
concentrated by centrifugation (60%).[

Quincd et al described a sputum filtration system that was
able to significantly increase the sensitivity from 47.6% (using
centrifugation) to 61.9% (using filtration) when tested in
HIV-positive patients ["2! Controversially, the recent studies
showed that the negative-pressure filtration (48.5% sensitivity)
showed poor performance compared to the direct smear (60.9%
sensitivity) in HIV-positive patients.['*1%)

In this study, we evaluated two main variants for the sputum
smeat (1) The introduction of two steps in the microbiological
processing of the sputum, and (2) the introduction of a step
to concentrate the mycobacteria by sputum filtration (testing
and comparing a positive-pressure and a negative-pressure
filtration method).

MEeTHODS

Study design

The study design comprised a total of 214 sputum samples
from patients with active TB. In the first part of the study
we estimate and compare the sensitivity and level of detritus
present in the smear, of the two microbiological variants
of sputum processing against direct smear, using ZN and
AF staining in 98 samples. Bacilli load was measured for
microscopic observation and digital image analysis in 31 and
40 samples respectively.

In the second part of the study we evaluated two methods
of sputum filtration for enhancing microscopy screening by
the concentration of bacilli, in 76 samples. These methods
consisted in negative-pressure and positive-pressure filtration.
For this, we built and evaluated two mechatronic devices that
were compared. Comparisons between the sputum filtration
and the standard direct smear, mcluded bacilli load, detritus
level observed, filtered volurme, filtration time, and background
level [Figure 1].

Patients and sputum samples

A total of 214 TB patients were enrolled in the TB Reference
Laboratory located at the Direccién de Salud del Callao (DIRESA
Callao) after the ethical approval from both Universidad Peruana
Cayetano Heredia (UPCH) and DIRESA Callao. Surplus
samples from active TB-suspected patients obtained from
routine processing with previous smear microscopy readings
were reassigned to new codes for this study. All the procedures
were performed at UPCH in a level-3 biosafety laboratory.
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Microbiological variants for the treaiment of sputum

Smears preparation

For this analysis, 98 sputum samples were processed. Two

direct smears were prepared from each sample (approximately

40 ul on each slide) m an area of approximately 1 = 2 cm?.

The volume remaining of each sample wag processed using

two microbiological variants:

1. Pellet — 2 mL of sputum was collected in a 15 mL
Falcon tube and 2 mL of decontaminating solution
using the standard method of NaOH-Sodium
Citrate-N-acetyl-L-cysteine (NALC) was added. The
sample was mixed with a vortex for 20 s and then was left
to rest for 15 min. After that, 10 mL of phosphate buffer
pH 6.8 was added to neutralize the alkaline conditions
and centrifuged at 3000 = ¢ for 15 min. Supermatants were
digcarded, and the sediment resuspended with phosphate
buffer pH 6.8 up to 0.5 mL with to equilibrate the volumes
of'all samples. With this sample, two smears were prepared

2. Diluted-pellet — The remaining sediment to the previous
step was resuspended in 2 mL of liquid culture medium
TH9-OADC-PANTA. From this resuspension, two smears
were prepared.

The remaining volume was usedto confirm active TB infection
by the microscopic observation drug susceptibility (MODS)
assay.') The six slides obtained from each sample (direct, pellet,
and diluted-pellet) were stained through ZN and AF methods.

Digital images

For the analysis of digital images from smears, 40 samples
were prepared in a similar way to that indicated above. Digital
images were captured from all the stained slides through ZN
and AF methods (4-5 images for slide) using a MinivVID USB
5Mp digital camera (LW Scientific) attached to the eyepiece
of a Primo star Carl Zeiss microscope.

Defermination of detrifus levels

For each slide, we read 100 microscopic fields for ZN, and
40 microscopic fields for AF stained slides. We used =x1000
and =400 microscopic magnification for ZN and AF staining,
respectively. The obgerved detritus level was manually
categorized as scarce, medium, and abundant, by an expert
technician in smears interpretation [Figure 2].

Delermination of the baciffary load

The bacillary load in the stained slides was estimated as the
total number of bacilli observed in the total surface of the smear
previously categorized as paucibacillary and 1+ in direct smear.
In ZN, the reading was made in 100 microscopic fields at x1000
of total magnification, and in AF, in 40 microscopic fields at »400
of total magnification. Each image was manually examined by
the same technician, and the total number of bacilli was counted.

Filtration systems for the treatment of sputum
Semi-auiemated profelypes of sputum filfration
Two mechatronic prototypes were designed for the
semi-automatic concentration of sputum samples using positive
[Figure 3] and negative pressure [Figure 4], respectively. These

Patients with suspected tuberculosis
(224 sputum samples)

¥ v
variants for sputum jon systems to facilitate sputum smear analysis
(138 spatum samples) (76 sputum samples)

! l

Direct smear compared to Direct smear compared to positive
peliet and diluted pellet variants and negative systems

Ziehl Neelsen and Auramine Fluarescence rmrim\m Fluorescence
) v 1

Slides and filter Volume and time
analysis (891 analysis (n=76)
* Allsamples; images)
Sensitivity and level + Direct smear: Bacil * Filtered volume
of detritus (n=88) « Selected foad and level of « Filtered time:
* Paucibacillary and 1+ samples: Bacill- detritus
smear: Bacilli load w e _—
(=31} Backgr
bacilli load and leve!

of detritus

Figure 1: How diagram of procedures to evaluate the microbiological
variants and filter systems for sputum samples

Figure 2: Representative microscopic images of the detritus according
to the microbiological variant process. ZN: direct smear (medium) (a),
pellet {medium) (b)), and diluted pellet (scarce) {c). AF: direct
smear (scarce) (d), pellet (scarce) (g), and diluted pellet (scarce) (f).
The images were taken at a magnification of 1000 for Zishl-Neelsen
and 400 for AF

compressed air hose

control pane

Figure 3: & schematic diagram of the positive pressure system (a) and
a photo of the entire system (b)

systems incorporated regulated pressure, filtration tim e control,
and a fluid senzor capable of detecting falling droplets, with
which it determines if the filtration process is completed or
if the filter is stacked. These systems used polycarbonate
filters, which after completed the filiration of the total sputum
sample, are stained with AF and observed by the fluorescent
microgcopy.

Sample processing
A pilot test was conducted to determine the optimal
concentration of NALC and bleach to diszolve the sputum
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and facilitate the rate of filtering. We used a variation of the
protocol proposed by Femmelly et al') For this, a total of 76
sputum samples were processed. Briefly, a drop of the original
sample (approximately 40 puL) was spread directly on a slide
for staining and conventional microscopic evaluation with
AF. Then, 600 uL, of the excess sputum was added to a 50 mL,
Falcon tube and 2.4 mL of NALC solution (10 mg/mL) was
added. The tube was vortexed for 10s, followed by 5 min
of sedimentation. Six mL of 7% bleach was added, mixed,
and allowed to settle for 15 min. Distilled water was added
to a total volume of 30 mL. The solution was manually
prefiltered using a 30-wm pore nylon filter with a diameter
of 25 mm (Millipore). A volume of 15 mL of the prefiltered
solution was added to each filtration system that was previously
equipped with a black polycarbonate filter of 0.8-wm pore
and 25-mm diameter (Sterlitech). Finally, the filters of both
systems were removed and placed with the help of tweezers on
slides containing a drop of 2% albumin solution and allowed
to dry. Then the slides containing the filters were stained with
the AF method.

Microseopic evaluation of the slides and filters

The readings of the direct smears and the filters stained with
AF were performed in a Primo star UV Carl Zeiss microscope
at *400 total magnification. The total number of bacilli found
and the observed detritus in 40 microscopic fields (classified
as scarce, regular, and high) were recorded. In addition, the
background (observed in previous evaluations in some areas
of stained filters) was recorded as scanty, regular or high.

Evaluation of filtration systems

Both systems were evaluated in parallel and simultaneously.
The filtering volume in mL (approximately 15 mL per system)
and the filtering time in seconds were recorded for each
process (maximum time per system 600 s).

Statistical analysis

Quantitative comparison among subgroups was carried out
according to the normality tests. Dependent samples were
analyzed with the Friedman—Wilcoxon tests; independent
samples with Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post hoc
tests. For categorical variables, Chi-squared and Fisher’s exact
tests were applied.

ResuLts

Microbiological variants for the treatment of sputum
Smear sensitivity

A total of 98 samples, all of them positive to MODS culture
were processed through the proposed microbiological
variants. Slides readings are summarized in Table 1. Of
the total of processed slides, 83 (84.7%), 90 (91 8%), and
90 (91.8%) were classified positive in ZN, whereas 92 (93.8%),
94 (95.9%), and 97 (99.0%) in AF using the direct, pellet, and
diluted-pellet methods, respectively. Qur results indicate that
these microbiological variants when compared to direct smear
mcrease the sensitivity of microscopy by 7.1% and 2% in ZN
and AF. respectively. Compared to the direct smear with diluted
pellet, the sensitivity in AF increases in 5%. Global Chi-square
test (for all six categories) showed heterogeneity and post hoc
pairwise Fisher exact tests indicated that AF diluted pellet
smear sensitivity was statistically significant higher than every
ZN stain (P = 0.0003, 0.0348, 0.0348, respectively) although
similar to AF direct and AF pellet methods (P = 0.1183
P=0363)

Determination of the bacillary load

In paucibacillary and +1 smear samples both for ZN and AF,
bacilli counts were determined. In samples where 2+ and 3+
were found in all the proposed microbiological variants were
not considered. [Table 2]. For ZN, Friedman-Wilcoxon signed

Table 1: Microscopy acid-fast bacillus readings of microbiological variants of microscopic observation drug susceptibility

assay - culture-positive sputum samples

ZN stain AF stain

Direct Pellet Diluted pellet Direct Pellet Diluted pellet
Paucibacillary 16 9 18 16 15 17
+ 15 18 13 15 13 15
++ 23 23 27 33 27 36
+++ 29 40 32 28 39 29
No AFBs 15 8 8 6 4 1
Sensitivity* (%) 83/98 (84.7) 90/98 (91.8) 90/98 (91.8) 92/98 (93.8) 94/98 (95.9) 97/98 (99.0)
Total 98 98 98 98 98 98
*The subtotal which comprises paucibacillary, +, ++, and +++. AFBs: Acid-fast bacillus, ZN: Zichl-Neelsen, AF: Auramine fluorescence
Table 2: Bacilli load for microbiological variants in paucibacillary and 1+ smear
Microbiological variants n Direct, median (IQR) Pellet, median (I1QR) Diluted pellet, median (IQR) P
ZN bacilli 49 6.0 (0.0-40.0)* 28.0 (5.5-100.0)" 11.0 (4.0-99.5) 0.0001
AF bacilli 44 8.5{2.0-28.8) 14.0(2.3-42.5) 14.0(33-62.5) 0.0299

*!represent significantly different subgroups according to the Wilcoxon signed-rank test. ZN: Zichl-Neelsen, AF: Auramine fluorescence, IQR: Interquartile
range
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rank post koo tests showed the significant superiority of both
diluted-pellet and pellet against direct smear (P =0.0001); in
AF, diluted-pellet was superior to direct smear (7= 0.008).

Defermination of defritus levels

Figure 2 shows the representative results of the microbiological
variants detritus by ZN and AF. The level of detritus in the ZN
and AF slides are presented in Figures 5 and 6, respectively.
For ZN, Kruskal-Wallis and Dunn’s post hoc tests showed
significant differences in the distribution of detritus as well,
with both the direct and pellet methods showing more detritus
than the diluted pellet method (2 = 0.001). Numerically
speaking, detritus levels with the highest number of cases
were distributed in the following manner: in the direct group,
44.9% of samples were classified as scarce and also 44.9% as
amedium; in the pellet group, 51% of samples as amedium; in
the diluted-pellet, 86.5% as scarce. For AF, these tests showed
significant differences in the distribution of detritus, with the
pellet method having more detritus than both the direct and
diluted pellet ones (7= 0.001). The most numerically prevalent
classification was “scarce” for all subgroups (direct: 74.7%,
pellet: 39%, and diluted-pellet: 71%).

Digital images

A total of 891 images were obtained from the 40 samples
processed, of them, 114,117,114 were images in ZN while
183,180, and 183 in AF using direct, pellet, and diluted-pellet
methods, respectively. While in the images observed in ZN
[Figure 7] both the pellet and the diluted pellet showed higher
counts than the direct method {# = 0.0001 ) by Kruskal-Wallis

s detector

Figure 4: & schematic diagram of the negative pressure system (a) and
a photo of the entire systern (b)
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Figure 6: Auramine microscopy detritus observed in all microbiological
variants. Columns representthe number of cases for every level of detritus

and Dunn’s post hoc tests. In AF [Figure 8], the pellet
method had higher counts than direct smear and diluted
pellet (# = 0.0001).

Filtration systems for the treatment of sputum
Detormination of the baciliary load

Despite the arithmetic superiority of positive pressure filtered
samples, Kruskal-Wallis test showed similarity among direct
smear {median: 50, interquartile range [IQR]: 4.3-141.5)
positive (median: 105.5, IQR: 11.25-320) and negative
pressure systems (median: 50, IQR: 4.3-141.5) (7 =0.2033).

Deirifus level

Figure 9a-c shows the representative images of the level of
detritus. Kruskal-Wallis followed by Dunn’s past soe tests
showed that detritus levels were significantly higher for both when
using positive (P < 0.0001) and negative (P < 0.05) pressures
compared with the direct smear. Positive and negative pressures
showed a similar distribution of detritug (> 0.05) [Figure 10].
Numerically speaking, detritus levels with the highest number of
cases occurred in the following manner: 92.1% of direct samples

Ziehl-Neelsen microscopy detritus

100
B Direct
- = Pellt
8 Diluted Pellet
@
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-
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Figure 5: Ziehl-Neelsen microscopy detritus observedin al microbiclogical
variants. Columns representthe number of cases for every level of detritus
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Figure 7: Zihl-Neglsen staining photographs were assessed by eye and
bacilli counts quantified for all variants ***P < 0.001
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were classified as scarce, 56.6% of positive pressure as scarce,
and 73.7% of negative pressure samples as scarce.

Background

Figure 9d-f shows the representative images of the level
of background. Regarding the observed background of
filtered samples, the positive system {median 2.0 [1.0-2.0])
presented significantly higher background than the negative
system (median 1.0 [1.0-2.0]) (7 =0.0033).

Filtered volume

Nonparam etric Mann—Whitney test showed that positive pressure
resulted in significantly (P < 0.0001) higher volumes (median:
15 mL, IQR: 15.0 — 15.0) when compared with negative
pressure (median: 9.5 mL,IQR: 7.§ — 13.5) [Figure 11].

Filtrafion tirme

Nonparametric Mann—Whitney test showed that positive
pressure resulted in significantly (7 = 0.0001) faster filtration
times (median 75 s, IQR 25.75-345.0) when compared
with negative pressure (median 600.0 ¢, IQR 600.0-600.0)
[Figure 12].

Bacilli count

NN

& & g
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Figure 8: Auramine staining photographs were assessed by eye and
bacilli counts quantified for all variants * # < 0.06
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Figure 10: Detritus level in a positive-pressure system compared to a
negative-pressure system (P < 0.0001)

Discussion

Direct smear will continue its role as a key tool for TB
diagnosis, and under this paradigm, technical improvements
are required to to convert it into a more accurate test for
diagnosis of TB cases. In this study, two-microbiological
variants have been compared along with direct smears. Both
through direct microscopical observation and analysis of
digital images; and in aseparated set of samples, mycobacteria
concentration by filtration of processed sputum using two
variants of pressured prototypes. Our results confirm that
bacilli count for both the described microbiological variants
using microscopic observation and digital images were
significantly higher in ZN and AF compared the direct smear,
increasing signifi cantly the sensitivity in 7.1% and 2% for ZN
and AF, respectively, which is in the range of improvements
of similar studies.[!517

Previous studies did not, to our knowledge, compare
the sengitivity of of the “pellet” and the “diluted-pellet™
microbiological variants of sputum processing, regarding
the performance of the direct smear. It iz important to
highlight that the proposed microbiological variants are

G f p
Figure 9: Detritus in representative positive and negative-filter images:
scanty (), regular (b), and high (). Background in representative
positive- and negative-pressure system images: scanty (d), reqular (g),
and high (f}

Volume (mL)

Filtration system

Figure 11: Filtered volume in a positive-pressure system compared to a
negative-pressure system (P < 0.0001)
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Figure 12: Filtration time in a positive-pressure system compared to a
negative-pressure system (P < 0.0001)

implemented with the aim of increasing the detection of
TB cases and reducing detritus (debris) as well as other
artifacts that could appear as background noise, making
the preparation simpler to read for an operator. Therefore,
these variants contribute to both increasing the sensitivity
and potentially the specificity, facilitating the microscopical
observations, and reducing the distracting objects and
confusion sources against bacilli.

This study is to our knowledge, the first that categorizes the
presence of detritus (debris) as a characteristic of sputum
smears stained for both ZN and AE.

In this study, 77.65% of the analyzed sputum samples were
samples were of mucous-like type, where the ZN direct
smear and pellet variant presented higher level of detritus
than the diluted pellet (# < 0.001). 86.5% of the slides were
categorized as scarce for detritus. In AF, a higher level of
was found with the pellet variant (£ < 0.001) than in other
methods. Nevertheless, the scarce category was more frequent
in all variants. We believe this could be an effect of the use
of potassium permanganate as a counterstaining agent in the
last step of the AF staining procedure that produces a dark
background, that may hide possible artifacts or detritus present.

Similarly, visual analyses were carried out em ploying photographs,
digitally captured with a camera, of 240 slides stained with ZN
and AF using the described variants, with the aim of exploring its
utility in the development of recognition algorithms.

Visually, a higher bacilli load was observed in ZN of pellet
and diluted pellet (# < 0.001) compared to the direct smear
as well as to the AF. These results are similar to the previous
pilot observations (data not shown), where the bacilli load
was quantified and detritus was categorized in the images
evidencing that less background noise and artifacts were
present in the diluted-pellet variant for both staining methods.

Our initial findings are being currently evaluated using image
recognition algorithms for ZN, where it was found that the best

results were obtained with the diluted pellet since it produces
cleaner images (less detritus and less complex background)
compared with the pellet. With these types of images, an
algorithm successfully rejects the objects classified as non-
bacilli by a human operator in >90% of cases.!'¥ Whereas
in AF (manuscript in preparation), a higher sensitivity was
obtained using pellets or diluted-pellets, in comparison with
the direct smears. The diluted-pellet variant also showed better
specificity due to a cleaner resultant image.

In this study, we designed, built and tested two two mechatronic
prototypes for automatic sputum filtering, with with the aim
of concentrating mycobacteria. These systems were based on
positive and negative pressurization. Our results found that
the positive-pressured system was a better system, showing
favorable trends of shorter processing times, lower clogging
occurrences, and numerical superiority in the bacilli load
parameter but without reaching significant differences.

Regarding bacilli load or bacilli count, most studies perform
comparisons only at a categorical level, which iz relevant
in a clinical setting, but could be detrimental to the detailed
quantification of the effects of new microbiological variants
meant to be introduced." This is is the reason why we explored
bacilli count in 40 microscopical fields after the direct staining
of filters and slides.

A possible canse of the low bacillary load in the filters could
be associated to the greenish background in some areas of the
filters (characteristic not reported in previous studies) that
could mask the bacilli, and the greater area of distribution of
the bacilli in the filters that may prevent its recognition during
the count.

The usge of sputum concentration systems, by filtration with
negative pressure, has been previously studied, confirming
the advantages noticed. Other studies used different collecting
systems from glass filter holders for manual use," vacuum
systems made of plastic!'>'? showing improvements when
compared with direct smear, but with the limitation of
clogging formation in 5%-20% of samples.' Other studies
however, uging multitest aluminum collectors, did not improve
significantly the sensitivity compared to the direct smear. %4
In contrast to other studies, here we compare two prototypes
of parallel systems {positive pressure and negative pressure)
under the similar working conditions with the same volume
of samples and measuring the time of filtration and the filtered
volume of sample in each equipment. In this study, the sputum
filtration method was tested on direct sputum independently
of the introduction of the microbiological variants mentioned
above, because this could be used as an alternate non-complex
method alone.

One of the limitations of the filtration m ethod is that, with certain
frequency, depending on the degree of viscosity of the sputum,
this can become obstructed and generate the need for manual
cotrections and even potentially loss of samples. In addition, the
prolonged time for the pre-treatment of the sample for filtering
(approximately 25 minutes) compared to the direct smear. It
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is important to seek to reduce these events and for that further
studies are needed to better liquefy sputum samples, without
the introduction of too complex steps.

The cost of sputum filtration systems is relatively inexpensive,
with the potential to be further reduced in the face of a mass
production scenario. This is important to take into account,
given the possibility of extending its use in a massive manner
accompanied by a system or algorithms that identify the
mycobacteria present.

ConcLusion

The proposed variants increased the sensitivity, reduced debris
and cleared the background of the sputum smear, facilitating
and improving TB diagnostics, with a potential impact in areas
with high rates of smear-negative cases.
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Abstract

Background: Tuberculosis (TB) is a communicable, preventable and curable disease caused by the bacterium
Mycobacterium tuberculosis (MTB). Peru is amongst the 30 countries with the highest burden of multidrug-resistant
tuberculosis (MDRTB) worldwide. In the fight against drug-resistant tuberculosis, the UKMYC6 microdilution plate
was developed and validated by the CRyPTIC project The objective of the study was to evaluate the use of the broth
ricredilution (BMD) plate methadolegy for susceptikility testing of drug-resistant MTB strains in Peru.

Methods: MTB strains isolated between 2015 and 2018 in Peru were used. 496 nationally-representative strains
determined as drug-resistant by the routine YH10 Agar Prapartion Method (APM) were included in the present study.
The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 13 antituberculosis drugs were determined for each strain using the
UKMYCE microdilution plates, Diagnostic agreement between APM and BMD plate methodology was determined
far rifampicin, isoniazid, ethambutol, ethionamide, kanamycin and levoflaxacin, Phenctypes were set using binary (or
ternary) classification based an Epidemiclogical cut-off values (ECOFF/ECY) proposed by the CRyPTIC praject Whale
Genome Sequencing (WGS) was performed on strains with discrepant results between both methods.

Results: MIC distributions were determined for 13 first- and second-line anti-TB drugs, including new (bedaquiling,
delamanic) and repurposed (clofazimine, linezolid) agents. MIC results were available for 80% (397/496) of the strains
at 14 days and the remainder at 21 days The comparative analysis determined a good agreerment (064 <k<079)
for the drugs rifampicin, ethambutol, ethionamide and kanarmycin, and the best agreement (k> 0.8) for isoniazid and
levafloxacin Overall, 12% of MIC values were above the UKMYC6 plate dilution ranges, most notably forthe drugs
rifarpicin and rifakuting No strain presented MICs higher than the ECOFF/ECY values for the new or repurpased
drugs. Discrepant analysis using genotypic susceptikility testing by WGS supported half of the results obtained by
APM (5296, 93/179) and half of those obtained by BMD plate methodolagy (48%, 86./179).

Conclusions: The BMD methodology using the UKMYCE plate allows the complete susceptibility characterization,
through the determination of MICs, of drug-resistant MTB strains in Peru. This methodolagy shows good diagnostic
performances for rifarmpicin, isoniazid, ethambutal, ethionamide, kanamycin and levofloxacin. It also allows for the
characterization of MICs for other drugs used in previous years against tuberculosis, as well as for new and repurposed
drugs recently introduced worldwide.
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Background

Tuberculosis (TB) is a communicable, preventable and
curable disease caused by the bacterium Mycobacterivm
tuberculosis (MTB). It is the 13th leading cause of death
and the second leading infectious killer after COVID-
19 (ranking above HIV/AIDS) [1]. It is estimated that in
2019, TB was diagnosed in 10 million (range 8§.9-11 mil-
lion) people and 1.4 million died worldwide from this
disease [2]. The problem of managing and eliminating TB
is further exacerbated by the presence of drug-resistant
TB, a major public health problem that threatens pro-
gress made in TB care and control worldwide [3]. In
2019, about half a million people developed rifampicin-
resistant TB, of which 78% were multidrug-resistant TB
(MDR-TB) [2]. Also, in 2018 it was estimated that 6.2% of
MDR-TB cases were extensively drug-resistant TB (XDR-
TB) [3].

Peru has 14% of the estimated cases of tuberculosis in
the Region of the Americas, with 27,000 new cases of
active disease and 17,000 new cases of smear-positive
pulmonary TB each year. In addition, it is one of the
30 countries in the world with the highest burden of
MDR-TB [3]. TB and MDR-TB are distributed in the 24
Departments of Peru; however, the department of Lima
(capital of Peru) and the constitutional province of Cal-
lao account for 61% of TB cases and 78% of MDR-TB and
XDR-TB cases [4].

Different methodologies have been implemented over
the years in Peru for the evaluation of resistance to the
drugs used in the treatment of tuberculosis. Since 2004
the gold standard method at the National Mycobacterial
Reference Laboratory for Mpycobacterivm tuberculosis
complex susceptibility testing has been the 1% indirect
7H10 Agar Proportion Method (APM), which is labori-
ous and requires 2—-3 weeks from strain inoculation for
results to become available [5].

The CRyPTIC (Comprehensive Resistance Prediction
for Tuberculosis: An International Consortium) research
project has validated the UKMYC6 broth microdilu-
tion (BMD) plate to provide the simultaneous evalua-
tion of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of
several anti-tuberculosis drugs from a single clinical iso-
late of MTB. UKMYC6 plate is a variant of the original
MYCOTB plate [6, 7] and contains 13 different anti-TB
drugs, including two repurposed (linezolid and clofazi-
mine) and two new (bedaquiline and delamanid) com-
pounds [8]. The original MYCOTB microdilution plate
showed good results of categorical agreement (92—100%)

for the determination of susceptibility to the conven-
tional first- and second-line drugs [6, 7] evaluated by the
APM; however, it was only with the development of the
UKMYCS plate that the incorporation of new and repur-
posed drugs was achieved [8]. During preliminary evalu-
ation of this plate the drug para-aminosalicylic acid was
eliminated and concentration ranges for the remaining
drugs were optimized, giving rise to the UKMYC6 plate.
In this way, the UKMYC6 microdilution plate provides
quantitative MIC values and thus a higher resolution
understanding of drug resistance, potentially facilitating
improved, individualized treatment for each patient.

The objective of this study was to take advantage of the
opportunity presented by the CRyPTIC study of genomic
determinants of drug resistance to evaluate the perfor-
mance of the BMD methodology using UKMYC6 plate
for susceptibility testing of MTB strains to antitubercu-
losis drugs in Peru when compared with the APM results.
Furthermore, through selection of a nationally represent-
ative sample of MTB strains, the profile of TB drug MICs
in drug-resistant strains nationally can be elucidated.

Methods

Design, settings and selection of MTB strains

The study was carried out by the National Reference
Laboratory for Mycobacteria (LRNM [Laboratorio de
Referencia Nacional de Micobacterias)) of the National
Institute of Health (INS [[ustituto Nacional de Salud]) in
collaboration with investigators at Universidad Peruana
Cayetano Heredia (UPCH) and the London School of
Hygiene and Tropical Medicine (LSHTM). Drug-resist-
ant MTB strains (according to routine APM results), rep-
resentative from all over Peru were selected. Strains were
randomly selected by stratified sampling according to the
local burden of MDR-TB in each one of the 24 depart-
ments (in addition to the constitutional province of Cal-
lao) of Peru, reported in the 2015-2018 period [4]. Each
of the selected strains were previously isolated from sam-
ples of patients with pulmonary and/or extrapulmonary
TB during the mentioned period. All strains had prelimi-
nary information on resistance profiles obtained by the
routine APM and were obtained from the LRNM culture
bank.

Routine susceptibility testing (APM testing)

The susceptibility tests were carried out under program-
matic conditions by the LRNM in the period 2015-2018
using the APM. The procedures established by the



Puyén et al. BMC Infectious Diseases (2022) 22:705

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [9]
were followed and the phenotypic susceptibility was
determined for the drugs rifampicin, isoniazid, ethambu-
tol, ethionamide, kanamycin and levofloxacin, according
to the critical concentrations (CC) recommended by the
World Health Organization (WHO) at the date of testing
(Table 1). Briefly, four quadrant Petri dishes containing
Middlebrook 7H10 medium (Becton-Dickinson, Sparks,
Md., USA) were used. MTB cultures on Lowenstein
Jensen were transported to the LRNM from regional
laboratories. The strains were sub-cultured in Middle-
brook 7H9 broth (Becton Dickinson, Sparks, USA) and
incubated for 7 days at 37 °C. Subsequently, fresh broth
cultures were standardized to a McFarland 0.5 turbidity
scale. The standardized suspensions were diluted 107 to
allow the growth of countable colonies for interpretation.
For each culture, the drug-containing quadrants, as well
as the drug-free control quadrant, were inoculated with
100 pL of the diluted suspension. The plates were sealed
in plastic bags and incubated at 37 °C for 21 days. The
cultures were classified as resistant when the number of
colonies developed in the drug quadrant was more than
1% of the number of colonies observed in the control
quadrant, otherwise they were classified as susceptible.
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Re-culture and susceptibility testing (BMD testing)

Drug susceptibility testing was performed using the
UKMYC6 96-well microdilution plate format, designed
by the CRyPTIC project (Thermo Fisher Inc., UK).
The UKMYCE6 plate allowed for the determination of
susceptibility against 13 antituberculosis drugs com-
posed of agents used in drug-susceptible TB treatment
(rifampicin, rifabutin, isoniazid) as well as longer MDR-
TB treatment corresponding to groups A (levofloxacin,
moxifloxacin, bedaquiline, linezolid), B (clofazimine),
C (ethambutol, delamanid, amikacin, ethionamide) and
kanamycin (Table 1). Testing for each drug entailed
between 5 and 10 concentrations obtained by serial dou-
bling dilution {Additional file 1: Fig. S1). Previously cryo-
preserved strains were reactivated in 7H9 liquid medium,
supplemented with “oleic acid albumin dextrose catalase”
(OADC) (Thermo Fisher, Scientific Inc., USA), for 7 days
at 37 °C. These were then subcultured in Middlebrook
7H10 media for 25-30 days at 37 °C. From the solid cul-
tures in 7H10 medium, 0.5 McFarland scale suspensions
were prepared in Tween saline with glass beads (Thermo
Fisher, Scientific Inc., USA). Then, 100 uL of the suspen-
sion was diluted in a 7H9 broth tube supplemented with
OADC to give an approximate inoculum of 1 x 10° CFU/

Table 1 Drug concentrations values used for comparison between APM and BMD UKMYCE plate methodology

Drug APM CC (mg/L)

UKMYC6 ECOFF/ECY {mg/L) UKMYC6 Borderline (mg/L)

UKMYC6
concentration
ranges (mg/L)

Drugs used in drug-susceptible TB regimens

Rifampicin 1.0 05
Rifabutin - 012
Isoniazid 02 01
Drugs used in MDR-TB regimens?
Group A
Moxifloxacin - 1.0
Levofloxacin 1.0 1.0
Bedaquiline - 0.25
Linezelid - 1.0
Group B
Clofazimine - 025
Group C
Ethambutol 50 40
Delarnanid - 012
Amikacin - 1.0
Ethionamide 50 40
Additional
Kanamycin 50 4.0

- 003-8
0.06-2

02,04 0025-128

- 0.06-4
- 0125-8
- 0.008-1
- 0.064

- 0.03-2

4 025-32
- 0.008-05
- 025-16

- 025-8

- 1-16

2Groups A, B and C were set according to WHO update—2018 [10]

APM: 7H10 Agar Proportion Method, 8MD: Broth Microdilution, CC: Critical Concentration, ECOFF/ECV: Epidemiological Cut-off Values
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mL. Subsequently, using the automated Sensititre
Autoinoculator®/AIM® equipment (Thermo Fisher, Sci-
entific Inc., USA), 100 L of inoculum was dispensed into
each well of the UKMYC6 plate. The plates were sealed
using clear plastic and incubated aerobically at 35-37 °C.
The H37Rv ATCC 27294 strain was used to perform peri-
odic quality control tests of the analyzed drugs, as well
as to quality control for contamination and adequate
growth in two positive control (drug-free) wells of each
plate used. All laboratory work related to the culture of
live bacteria was carried out in the biosafety level 3 facili-
ties of the INS and UPCH.

Determination of MICs and susceptibilities

DPlates were read using the semi-automated Vizion™
instrument. The results of the plates were considered
valid only when the positive control wells showed accept-
able growth and free of contamination. The plates were
read 14 days after inoculation, as established by the
CRyPTIC project [8]. Additionally, in accordance with
the Standard Operating Procedure (SOP), if the growth
of the positive control was weak or insufficient, a second
reading was carried out at 21 days. The Vizion™ system
captured and stored an image of the recorded MICs of
each plate. The MIC of a drug was considered as the low-
est concentration capable of inhibiting the visible growth
of MTB in a given well. Based on the MICs, strains were
categorized as susceptible, intermediate or resistant
(ternary categorization) taking as reference the Epide-
miologic Cut-off Values (ECOFE/ECV), as well as bor-
derline concentrations (concentrations at which genetic
mutations present different effects giving rise to mixed
categories of susceptibility or resistance), established
by the CRyPTIC project [11]. A result was determined
as susceptible if the MIC was less than or equal to the
established ECOFF/ECYV; otherwise, it was defined as
resistant. Isoniazid, ethambutol and ethionamide were
categorized taking into account borderline concentra-
tions (Additional file 1: Table S1).

DNA extraction and genomic sequencing

WGS was performed for all strains for the primary
objective of the parent trial. For this study, genomic
results were only used for discrepant analysis to resolve
discordant results between the APM and BMD tests.
DNA extraction and BMD test were performed starting
from the same solid culture (7H10 culture) to minimize
phenotypic and genotypic variation. Genomic DNA
was isolated using the phenol-chloroform method
(Additional file 1: Supplementary Method). Sequencing
libraries were generated using the Nextera XT Library
Preparation Kit, following the manufacturer’s recom-
mendations. WGS was performed at the University of
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Oxford (UK) using the Ilumina HiSeq platform (Illu-
mina Inc., San Diego, CA, USA). Paired end 150 bp
sequencing reads were generated and stored in fastq.gz
files.

Bioinformatic analysis

The quality of the sequencing reads was evaluated using
the FastQC v0.11.9 [12] program. The paired reads
were filtered with the Trimmomatic v0.38 [13] program
using default values and a minimum Phred score of
20. The filtered reads were mapped against the H37Rv
reference genome (NC_000962.3) using BWA v0.7.17
[14]. The elimination of duplicate readings was car-
ried out with the program Picardtools v2.18.25 [15].
The variant call was made using the GATK v4 [16]
program. Resistance-associated genes were evaluated
for genotypic resistance to rifampin (rpoB), isonia-
zid (inhA, katG, ahpC, fabG1, kasA), fluoroquinolones
(gyrA, gyrB), and second-line injectables (rrs, eis, tlyA).
The genetic variants found were validated using the
list of mutations published by the WHO in the “Cata-
logue of mutations in Mycobacterium tuberculosis
complex and their association with drug resistance”
[17]. Likewise, the resistance profiles were determined
using the programs TBProfiler v3.0.4 [18] (database
of mutations v. a2a234b) and Mykrobe v0.10 [19]. For
each drug, the strains were classified as susceptible or
resistant according to the absence or presence of muta-
tions detected in the genes associated with resistance,
respectively.

Statistical analysis

Descriptive analyses of the MICs obtained and develop-
ment times were performed on the UKMYC6 plates. For
the six drugs evaluated by both APM and BMD method,
diagnostic performance indices (sensitivity, specificity,
positive predictive value, negative predictive value, cat-
egorical agreement and Cohen’s Kappa coefficient) were
determined by taking as reference values the results of
the APM and comparing them to the susceptible/resist-
ant categorization from the BMD method (results with
borderline MICs were excluded from analysis). All the
calculations were performed in the program R v4.0.5
[20] using the packages epiR v2.0.19 (https://cran.r-
project.org/web/packages/epiR) and ved v1.4 (https://
cran.r-project.org/web/packages/ved), To  determine
the strength of statistical agreement, the kappa (k) value
was used and was graded as insignificant (0<k=0.2),
medium (0.2<k=<0.4), moderate (0.4<k=<0.6), good
(0.6 <k=<0.8) or almost perfect (0.8<k=1}) according to
the previously proposed classification [21].
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Results

Samples

The study analysed 496 MTB drug-resistant strains of
which 70% (347/496) were from Lima and Callao, while
the rest came from the remaining 23 departments of Peru
with a range of 1 to 18 strains per department (Addi-
tional file 1: Table S2).

Phenotypic resistance by APM

The percentages of strains with APM-defined pheno-
typic resistance included in the study for each one of the
drugs were: 86% (427/496) resistant to rifampicin, 94%
(464/496) to isoniazid, 45% (218/489) to ethambutol, 31%
(155/493) to ethionamide, 11% (56/495) to kanamycin
and 11% (54/486) to levofloxacin. In addition, according
to the classification of drug resistance profile of the year
2020 [2], 5% (24/496) presented rifampicin mono-resist-
ant TB (RR-TB), 12% (61/496) isoniazid mono-resistant
(HR-TB), 76% (376/496) MDR-TB, with a further 5%
(27/496) XDR-TB, and 2% (8/496) had different patterns
of drug resistance.

MIC determination using UKMYC6 plate

The microbiological evaluation by the BMD system using
the UKMYC6 plate determined that 80% (397/496) pre-
sented final growth readings at 14 days and 20% (99/496)
at 21 days. Overall, 99% of the readings obtained for
each of the drugs showed valid results (MICs inside and
outside evaluated ranges). Of these, overall 12% of MIC
readings were above the dilution range of the UKMYC6
plate, most frequently rifampicin (68%, 326/480) and
rifabutin (46%, 229/494) (Additional file 1: Table S3).

Comparison between APM and BMD methodology

Comparative analysis was performed between the APM
phenotypic test results and UKMYC6 MICs for 6 drugs:
rifampicin, isoniazid, ethambutol, ethionamide, kana-
mycin and levofloxacin. The phenotypically susceptible
or resistant strains by APM were graphed separately by
means of histograms showing the MICs values obtained
from the UKMYC6 plates (Fig. 1A). The drugs rifampicin,
isoniazid, kanamycin, and levofloxacin showed visibly
different MIC distributions for APM-susceptible and
resistant strains. However, there was considerable over-
lap of the MIC distribution for strains defined as resist-
ant and susceptible to ethambutol and ethionamide by
APM (Tig. 1A; Additional file 1: Fig. $2). For the remain-
ing drugs (rifabutin, amikacin, moxifloxacin, bedaqui-
line, delamanid, clofazimine, and linezolid) no reference
drug susceptibility test (susceptible/resistant) assign-
ment result was available so the MIC distributions for
all strains were plotted together (Fig. 1B). The drugs
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rifabutin, amikacin and moxifloxacin showed the pres-
ence of strains with high and low MICs values for which
the use of ECOFF/ECVs established the presence of
68% (336/494), 6% (29/491) and 9% (43/495) prevalence
of resistant strains, respectively. However, none of the
strains presented MICs higher than the ECOFF/ECVs
values for the new or repurposed drugs, so they were
defined as phenotypically susceptible strains by the BMD
plate methodology (Fig. 1B).

For isoniazid, ethambutol, and ethionamide border-
line MICs were demonstrated in 16% (77/496), 25%
(121/492), and 6% (32/495) of strains, respectively. In the
case of isoniazid, all borderline MICs were determined
in strains categorized as resistant by APM; while in the
cases of ethambutol and ethionamide, borderline MICs
were determined in both susceptible and resistant strains
(Table 2).

Performance of the BMD plate methodology compared

to APM for categorical susceptible/resistant determination
Using the UKMYC6 ECOFF/ECVs values to catego-
rise strains as susceptible or resistant (excluding results
with borderline MICs) and comparing these data with
APM results available for the six drugs mentioned above
resulted in an average categorical agreement of 0.93.
The highest categorical concordances were obtained for
rifampicin, isoniazid, kanamycin and levofloxacin. Using
APM category as the reference, the sensitivity of BMD
UKMYCE plate for detection of drug resistance was high-
est for isoniazid (0.98) and rifampicin (0.93) and lowest
for ethionamide (0.66) and kanamycin (0.68). Specificity
was high for all drugs, from 0.91 for isoniazid to 1.0 for
kanamycin (Table 3).

WGS used for the analysis of discordant results

Initially, 266 discordant results (present in 191 dif-
ferent strains) were identified for all six drugs tested
by the BMD plate method and APM, which included
30 results for rifampicin, 9 for isoniazid, 117 for eth-
ambutol, 83 for ethionamide, 17 for kanamycin, and
10 for levofloxacin (Additional file 1; Table S4). More
than 75% (200/266) of the discordant cases were due
to results for ethambutol and ethionamide. Subsequent
analyses excluding borderline MIC results considerably
reduced the number of discordant results. For etham-
butol, 68 ‘BMD-susceptible/APM-resistant’ results were
excluded, of which 97% (66/68) presented mutations
associated with resistance. In contrast, for ethionamide
19 ‘BMD-susceptible/APM-resistant’ discordant results
were excluded, of which 47% (9/19) presented muta-
tions associated with resistance. No strain was excluded
for the isoniazid results.
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Fig. 1 Distribution of MICs in comparison to the results obtained by APM. A Analysis obtained from the comparison of susceptibility results by
AP, categorized as susceptible (blue bars) or resistant (orange bars), in comparison with the MICs obtained in UKMYC& plates. B Distribution of
MICs of drugs analysed only by the BMD plate methodology. For both analyses, the ECOFF/ECYs of the UKMYC6 plates are indicated by dashed
lines. The amounts of susceptible (ng) and resistant (ng) strains by APM are specified for each drug. For the case of drugs that were not evaluated by
AP, the total number of strains or measurements (n) performed was specified
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Table2 Phenotypic characterization by APM of results with borderline MICs values

Drug APM CC (mg/L) Borderline MIC (mg/L})  APM Total

S R NA

Isoniazid 02 02 0 37 0 77
04 0 40 Q

Ethambutol 5 4 50 68 3 121

Ethicnamide 5 4 13 19 0 32

APM: 7TH10 Agar Proportion Method, CC Critical Concentration, MIC: Minimum Inhibitery Concentration, R: Number of phenotypically resistant strains, S: Number of

phenotypically susceptible strains, NA: Not Available

Table 3 Performance of BMD UKMYC6E plate methodology compared to APM for drug resistance determination

Drug BMD APM Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% Cl) PPV (95% C1) NPV (95% Cl)  {ategorical Cohen'skappa
—_— agreement
R S
Rifampicin R 383 2 093(090,095) 0.97 (0.90,1.00) 099(098,1.00) 071060079 094 078
S 28 67
Isoniazic R 381 3 098(097,099 0.91(0.75,0.98) 099(098,1.00) 083066093 098 0.85
S 6 29
Ethambutol R 107 8 0721064079 0.96 (0.93, 0.98) 0.93(0.87,097) 084 (0.79,088) 087 0.71
S 41 211
Ethionamide R 89 18 066(0.57,0.74) 0.94 (0.91,097) 083 (0.75,090) 087(083090) 086 064
S 46 307
Kanarmycin R 36 0 0681(0.54,080 1.00 (0.99, 1.00) 1.00(090,1.00) 096(0.94,098) 097 079
S 17 437
Levofloxacin - R 47 3 0871075095 0.99 (0.98, 1.00) 0.94 (083,099 098097099 098 0.89
S 7424

Results with borderline MICs were excluded from the analysis

APM: 7H10 Agar Proportion Method, BMD: Broth Microdilution, R: Number of phenotypically resistant strains, S: Number of phenotypically susceptible strains. PPY:
Positive Predictive Value, NPV: Negative Predictive Value. 95% Ci 95% Confidence Interval

Finally, 179 discordant results were obtained (present
in 122 different strains). There were no ‘BMD-resistant/
APM-susceptible’ discrepancies for kanamycin but for
all other agents there were discordant results in both
directions. Ethambutol and ethionamide had the high-
est degrees of disagreement with 13% (49/367) and 14%
(64/460), respectively. For most agents the results of gen-
otypic susceptibility testing by WGS gave similar levels
support to the results obtained by APM (52%, 93/179)
and those obtained by the BMD system (48%, 86/179),
with the exception of rifampicin, in which a greater sup-
port towards APM results was observed (Table 4).

Discussion

This is the first description of the comprehensive drug
resistance profile, with MIC distribution of a nation-
ally representative sample of drug-resistant strains of M.
tuberculosis in Peru. Such analyses are of fundamental
importance when considering the local design of stand-
ardized treatment regimens for MDR-TB [22]. The study

also provided the opportunity to compare indirect drug
susceptibility testing (DST) by the proportion method on
7H10 agar against MIC testing using liquid culture by the
BMD method.

Overall, there was no resistance to the new and repur-
posed drugs identified with no strains exceeding the
ECOTI/ECYV for bedaquiline, delamanid, clofazimine or
linezolid. This results agree with previous studies in the
Americas region [23] as well as in other contexts [24,
25]. This reflects the sparse usage of these agents within
a compassionate use framework prior to their incorpora-
tion into national guidelines in 2018 [26] and indicates
their introduction into a favourable environment from
that timepoint onwards; comparison now with a similarly
representative sample of contemporary TB-MDR strains
would be instructive and important.

The BMD plate is a convenient tool for the analysis of
MICs to any of the drugs used in the treatment of TB [6,
27, 28]. The methodology facilitates addition of new drugs
and the range of MICs being tested can be adapted, if nec-
essary, in certain settings [8]. The WHO-recommended
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Table 4 Analysis of discordant results between APM and BMD UKMYZE plate methadology

Drug Total APM BMD WGS APM results supported by BMD results
WGS (%) supported by WGs
S R (%)
Rifa mpicin 30 S R 1 1 22 (73) 8027
R S 7 21
Isoniazid 9 S R 2 1 4 (44 5 (58)
R S 4 2
Ethambutel 49 S R 0 8 2347 26 (53)
R S 18 23
Ethionamide &4 S R 7 11 29 45) 35 (55)
R S 24 22
Kanamycin 17 S R 0 0 9(53) 847
R S 8 9
Levofloxacin 10 S R 1 2 & (60) 4 (40)
R S 2 5

The genotypic result obtained by WGS is shown. Results with borderline MICs were exduded from the analysis

APM: 7H10 Agar Proportion Method, BVD: Broth Microdilution, WGS: Whole Genome Sequencing, R: Number of resistant strains, S: Number of susceptible strains

critical concentrations for new and repurposed drugs are
still provisional [29, 30] and further work to define MIC
distributions in a diversity of settings can contribute to
refinement [31, 32]. Recently, the WHO has highlighted
the great feasibility of the BMD plate methodology for the
phenotypic evaluation of various anti-TB drugs, meeting
all quality control requirements. Because of this, it has
begun to analyze the performance of various BMD sys-
tems, including the UKMYC6 plate, in order to provide
guidelines for the development of an optimized BMD sys-
tem that can be recommended for clinical use [33].

The detection of discordant results is a fact that has
been documented in previous studies for the different
antituberculosis drugs and for both phenotypic and gen-
otypic tests [34], which have been studied in countries
with a high burden of drug-resistant strains, including
Peru [35]. The fact that the highest percentage of discord-
ant results between the APM and BMD methods have
been detected in ethambutol and ethionamide drugs cor-
roborates the existing problem of obtaining inconsistent
results for both drugs [36-38]. This was also previously
identified as a problem by the WHO, acknowledging that
phenotypic DST lacks sufficient reproducibility and is
not recommended for these drugs [39]. The considerable
decrease in discordant cases through the application of
borderline concentrations demonstrates the big challenge
of defining a binary susceptible/resistant phenotype for
certain drugs. These findings highlight the well-recog-
nised imperfections of all approaches to M. tuberculosis
DST. Sometimes there is no ‘one right answer’

The BMD system is presented as an alternative to sus-
ceptibility determination against traditional systems such

as APM. The latter has longer incubation times and is
aimed at only evaluating critical concentrations of a lim-
ited number of drugs [39]. Against this, the use of BMD
plates allows the simultaneous evaluation of between
12 to 14 drugs including traditional drugs, as well as
new and recently repurposed ones [6, 8]. This generates
advantages such as: the simultaneous evaluation of a
range of concentrations for each drug, a reduction in the
times for obtaining results for the complete set of drugs
from months to only 14 days, and simplification of work-
flows in the laboratory [8]. Likewise, the practicality of
the design and manufacture allow the BMD system plates
to be personalized with different drugs and concentration
ranges that best fit the reality of drug resistance preva-
lence in each country or study [33, 40]. Simultaneous
analysis of various anti-tuberculosis drugs would be a
great advantage in countries with a high burden of drug
resistance such as Peru, where traditional flows establish
that a filter is first carried out by means of a susceptibility
test against first-line drugs (FLD). Only those with dem-
onstrated FLD resistance are evaluated for susceptibil-
ity to second-line agents, including new and repurposed
drugs, resulting in further delay in time to results and
additional cost. On the other hand, it is estimated that
the replacement of drugs and readjustment of concentra-
tions evaluated in microdilution plates would not cause a
significant increase in production costs in each country
[8].

What is the clinician to make of the information
provided by the laboratory and how should the labo-
ratory present it? There is a reluctance to share MIC
data with clinicians who lack the training to interpret
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it. Few laboratory scientists and even fewer clinicians
understand the complexities of the pharmacokinet-
ics of TB drugs and how this relates to the MIC for a
particular drug for a particular strain, so it still seems
reasonable to try to simplify the message to the binary
susceptible/resistant call where possible,

The value of MIC data lies in understanding the
drift in the distribution in well characterised popula-
tions over time (public health usage) and in case man-
agement when therapeutic options are very limited
but dosage increases might facilitate efficacy (clini-
cal usage) [41]. Periodically re-evaluating the national
MIC distribution profile, in particular for the new and
repurposed drugs which have been introduced since
this strain sample was obtained, would shed important
light upon the speed at which drug-resistant strains
are (or are not) emerging, information which might
not be immediately apparent from simply looking at
the binary susceptible/resistant data.

An important strength of this analysis is the national
representativity. All strains identified nationally during
the study period should have been sent to the National
Mycobacteria Reference Laboratory for further testing so
stratified sampling of the strain bank according to MDR-
TB burden during the study period ensured a comprehen-
sive and proportionate national coverage. The availability
and use of WGS for discrepant analysis was a critically
important enhancement that reinforced the importance
of not depending upon a single methodology as the ‘gold
standard: A limitation of the analysis was the lack of APM
data for the new and repurposed agents, reflecting the
earlier time period during which the original proportion
method testing was done, and highlighting the power and
versatility of the BMD plate methodology in accommo-
dating a large number of drugs within a single assay.

The rapid expansion of the use of WGS for TB DST
[42, 43], the growing library of identified resistance-
conferring SNPs for all drugs and the tumbling cost
(sequencing of the MTB genome is now no more
expensive than MGIT phenotypic DST for 4 agents in
the UK), place WGS as a likely near-horizon successor
to phenotypic DST in settings where the infrastructure
allows. Web-based tools for WGS interpretation can
deliver (almost instantaneously) a ‘resistance probabil-
ity” for every drug based upon SNP identification in an
uploaded sequence. This is derived by comparison with
a large iterative database of paired phenotypic-geno-
typic data combined with some prediction modelling.
Crucially for the clinician, the ‘probability’ acknowl-
edges the uncertainty inherent in the result, allowing
for a more intelligent and informed decision-making.

Page 9 of 11

Conclusion

The susceptibility determination system by the BMD
method using the UKMYCE6 plate allows the complete
susceptibility characterization, through the determina-
tion of MICs, of drug-resistant Mycobacterium tuber-
culosis strains in Peru. This methodology shows good
diagnostic performance for rifampicin, isoniazid, etham-
butol, ethionamide, kanamycin and levofloxacin. It also
allows the characterization of MICs for additional first
and second-line drugs as well as for new and repurposed
drugs.
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X1.3. ANEXO 3. Articulo 3

Evaluation of lens-free microscopy for interpretation of MODS cultures and facilitation of
tuberculosis diagnosis.

1. Introduction

Tuberculosis (TB) is considered the most lethal infectious disease since the dawn of
mankind, persisting even today as a significant global public health concern, especially in
developing nations. According to statistics provided by the World Health Organization
(WHO) in 2021, one third of the world's population is infected with TB. There have been 9.9
million new cases and 1.5 million deaths attributable to this disease, making it the second
leading cause of death by infectious agent, second only to COVID-19 (1). A staggering 95% of
these cases occur in developing countries and mainly affect the economically active
population between 15 and 50 years of age, which has a devastating effect both socially and
economically.

The high number of detected cases is largely attributed to co-infection in individuals with
the human immunodeficiency virus (HIV), which weakens the immune system, increasing
the risk of infection, reactivation and fatality. This is evidenced by the 214,000 cases of
deaths reported by WHO in 2020 (1). At the same time, the emergence of drug resistance
has reinforced the severity of the disease, a situation that is aggravated by challenges in
adherence to treatment, delayed diagnosis and drug susceptibility testing, which is slow,
costly and difficult to access, favoring the spread of resistant bacilli and complicating patient
recovery.

Multidrug-resistant TB (MDR-TB) is currently defined as TB resistant to isoniazid and
rifampicin, first-line and key drugs in treatment. As of January 2021, the World Health
Organization (WHO) categorizes the most severe cases of resistance as pre-extremely
resistant TB (pre-TB-XDR), which corresponds to MDR-TB with additional resistance to any
fluoroquinolone such as levofloxacin or moxifloxacin; and extremely resistant TB (XDR-TB),
which meets the definition of pre-XDR-TB but adds resistance to a Group A drug, either
bedaquiline or linezolid (2). In instances of resistant TB, the WHO reports that only one-third
of those affected access treatment. Treated cases decreased by 15% between 2019 and
2020, with a disappointingly low success rate of 59%. New MDR-TB cases account for 3-4%
of the total, while cases of previously treated patients are between 18-21%. In 2018, 13,068
XDR-TB cases were reported in 81 countries, with Belarus, India, the Russian Federation,
South Africa and Ukraine reporting the highest number of cases (2). In the Americas, Peru
tops the list with 116 cases, being the country with the highest number of notifications in
the region (3).

In recent years, the MODS method, or drug susceptibility testing by microscopic
observation, has proven to be a robust, sensitive, specific and widely used tool that
facilitates the simultaneous diagnosis of TB and MDR-TB from a sputum sample (4,5,6). In
addition, recent studies have standardized the MODS test for the detection of resistance to
pyrazinamide, a crucial drug used in first- and second-line therapy (7,8).

The MODS method involves a series of microbiological steps: The sample needs to be
digested, decontaminated and concentrated. Itis then mixed with supplemented
Middlebrook 7H9 liquid culture medium, distributed in 24-well cell culture plates with and
without antimicrobial agents and incubated at 37°C. Detection of characteristic colony



growth in the liquid medium occurs between 7-9 days using an inverted microscope at 100X
total magnification, which forms the basis of microbiological diagnosis.

Mycobacterium tuberculosis (MTB) colonies from a positive MODS culture show a particular
morphological growth pattern during incubation in liquid medium (9). Mainly in the first 5-6
days, MTB colonies appear very small, with a "comma" shape, under 100X total
magnification. Between days 7 and 10 of culture, the colonies begin to develop, adopting
the form of larger cords, detectable even at 40X magnification. After 10 days, the
development of the cords is much sreater and they begin to aggregate to form clusters or
groups of cords detectable at 40X (Figure 1). Laboratories that process MODS base their
diagnosis on the identification of cord-like colonies between days 7 and 10 of incubation,
looking for the presence of five particular marphological characteristics to consider a culture
as positive: length within a certain range, thickness within an established range, sinusoidal
curve shape, pointed ends and a greater brightness in the central axis of the cord, while the
edges present a degree of opacity (9). These characteristics have been used to develop
automatic crop recognition algorithms by detecting patterns in digital microscopic images
{9,10).

Figure 1: Characteristic growth pattern of MTB cords in MODS cultures observed at 100X
total magnification. (A) Day 6 culture; (B) Day 8 culture; (C) Day 13 culture. The cords
observed between days 7-9 are very specific and clear for MTB diagnosis.

Despite the advantages and the recognized use of the MODS method in various laboratories
around the world, there are still challenges to be faced in order to expand its application.
MQDS requires an inverted microscope, an instrument that is often expensive (11), as well
as trained personnel dedicated to the specific characteristic recognition that MTB shows in
the liguid medium. In addition, evaluating a MODS culture involves reading four wells per
sample in a 24-well plate, which requires 1 to 2 minutes per well by an expert observer (12).
On the ather hand, advances in the field of micrabiology, together with innovations in the
area of microscopy, have greatly facilitated the detection and morphological classification of
microscopic arganisms using higher resolution microscopes. However, these advances are
often accompanied by high costs and high complexity for their use. In this regard, previous
studies have demonstrated the possibility of capturing images of sufficient quality of MODS
cultures using an ad-hoc inverted microscope of simple and low-cost technology (12), and
recently it has been shown that, through 3D printing technology, an inexpensive inverted
microscope capable of obtaining images of MODS cultures of sufficient quality for their
carrect analysis and interpretation can be constructed (13).



In addition, lens-free microscopy, alse known as helegraphic micrescopy or online digital
holography, is a type of microscopy that uses computaticnal methods to reconstruct the
image of a sample without the need for traditional lenses {14}. This technigque involves
illuminating the sample with a coherent light source, such as a laser, and capturing the light
scattered by the sample on a digital sensor, such as a CMOS or CCD senscr. The scattered
light waves interfere with the unscattered light waves, creating a hologram containing
information about the sample. This hologram is processed by computational algerithms to
extract phase and amplitude information from the scattered light waves, which can be used
to reconstruct an image of the sample. By not requiring lenses, lens-free microscopy offers
several advantages over traditicnal microscopy technigues, such as lower cost, simpler
setup, and the ability to image larger samples in a single field of view. Lens-free microscopy
is especially beneficial for applications that require high-throughput or large-area imaging,
such as cell counting, microbiclogy, and patholegy (14,15,16}.

Although lens-free microscopy allows detection of bacterial cells and colenies, the reason
this technique is viable for TB diagnosis in MODS cultures is because, although an MTB
bacillus is too small to be appreciated {1-10 pm leng by 0.2-0,7 um wide} and 100X
magnification is needed with a conventional microscope, MTB colonies formed in liquid
culture are composed of hundreds of bacilli, stacked linearly side by side, forming cords of
characteristic morphology that can be detected and distinguish MTB colonies (Figure 2} {17}

Taken from: "Microscopic cords, a virulence-related characteristic of Mycobacterivm tuberculosis, are also present in nonpathogenic
mycobacteria" by Julign E, Roldan M, Sanchees-Chardi &, Astola O, Agusti G, Luguin M, 2010, J Bactericl Apr; 192(7) p. 1757 doi
10.11284B.01485-09. Epub 2010 Jan 22, PMID: 20097851; PMCID: FMC 2838037,

Images of mycobacteria forming cords in liguid medium. The images cbtained with scanning
electron microscopy show details of the bacilli arranged aleng the lengitudinal axis of the cord
formed in the liquid medium by colenies of M. chubuense (A}, M. gitvum (B}, M. marinum (C},
M. obuense (D}, M. parafortuitum (E} and M. vaccae (F}. {(Roldan et al., 2010, p. 1757}



In a proof-of-concept, our team succeeded in demonstrating that a prototype CMOS sensor-
based lensless imaging system could digitally capture characteristic MTB cords in a 24 mm2
field of a MODS culture well in a single pass, with sufficient magnification and quality (18).
Recently, a portable and commercial lensless inverted microscope, Cytonote (lprasense,
France), proved to be effective in monitoring cells in cell cultures, efficiently imaging densely
populated cells and allowing their motility, morphology, and growth to be studied (19).

The present work describes the evaluation of the Cytonote lens-free microscopy platform
for the recognition of the characteristic cords of MODS cultures and its performance in the
diagnosis of TB from digital imaging of strains (pure cultures) and sputum samples. This
platform will contribute to efforts to facilitate the use of MODS and achieve rapid TB
diagnosis in high incidence populations.

2. Materials and Methods

2.1. Biological samples

Sixty-two sputum samples with negative (N=X) and positive (N=x) smears, and 38 strains
{pure cultures) of TB were collected anonymously from leftovers of routine culture
processes performed in the biosafety level 3 mycobacteria laboratory of the infectious
diseases research laboratory of the Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). The
sputum samples correspond to a previous study with authorization from the ethics
committee of UPCH to use the leftovers indicated (SIDISI 100252). The present study has the
approval of the ethics committee of UPCH.

2.2. MODS culture

Processing of sputum samples: MODS Culture was performed following the protocol
described previously [4,5,6). Briefly, 2 mL of sputum was decontaminated according to
standard methodology with 4 % NaOH mixed 1:1 vol./vol. with 2.9 % sodium citrate and 0.5
% N-acetyl-Lcysteine for 15 minutes, then 14 mL of sterile Phosphate Buffer pH 6.8 was added
and the solution was concentrated by centrifugation at 3,000 g for 15 minutes. The sediment
was mixed with 5 mL of Middlebrook 7H9 liquid medium supplemented with 10% OADC and
100 pL of PANTA antimicrobial supplement.

Strain processing (pure cultures): MTB strains were processed according to the
methodology used for positive controls in the MODS assay. Briefly, each strain contained in
Petri dishes with Middlebrook 7H10 solid medium was pre-adjusted to a MacFarland scale 1
solution (3x10% cfu/mL) with water-tween solution (Final tween concentration = 0.04 %) and
then 5pL of the bacterial suspension was dispensed into 5 mL of 7H9-OADC 10% liquid
medium.

After obtaining the suspensions of each sample or strain, 900 pL was distributed into 4 wells
of a 24-well plate previously containing 100 pL of 7H9 liquid medium supplemented with
10% OADC in well 1 and 2. Wells 3 and 4 contained 100 pL of isoniazid and rifampicin at the
concentrations of 4 and 10 pg/mL respectively (The final concentration in the wells was 0.4
pg/mlL for isoniazid and 1.0 pug/mL for rifampicin). The plates with their lids were sealed with
parafilm and incubated at 37°C.

Plates were examined on days 7, 8 and 9 of culture by a specialist in MODS culture readings
using a NIKON Eclipse TS100-F inverted microscope with a total magnification of 40X and
100X for searching for characteristic MTB cords in the liquid culture medium.



2.3. Description of the Cytonote lensless imaging system

The lens-free inverted video microscope evaluated for this study was the Cytonote 1W
portable one-well model, purchased from Iprasense, France. Cytonote is a simple and
robust platform of small size (12x11x10 cm), designed to capture and monitor cell growth
through real-time image capture in a large field of view of 29.4 mm2 without the need to
manually adjust focus or brightness (15).

General operation of the platform

Briefly, the equipment emits a beam composed of different intensities of red (636 nm),
green (521 nm) and blue (452 nm) light onto the sample through a 150 um pinhole attached
to a multichip LED. When the beam is incident on the sample, it forms a diffraction pattern
that is captured by a 10-megapixel CMOS sensor. Subsequently, the diffraction pattern
(hologram) is reconstructed into an enlarged image interpretable by humans using a
holographic algorithm implemented in Horus v. 5.2.2.0 software (Iprasense, France), similar
to what is observed in an optical inverted microscope and captured on a computer monitor
(Figure 3-A).

General image acquisition setup and procedure

For all measurements, Horus was configured to automatically select a focus value within a
specific range to reconstruct the diffraction pattern. In addition, the software was
programmed to perform a noise filtering step during the reconstruction. The specific
autofocus ranges and the nature of the filtering algorithm used for each scan depended on
whether the image was obtained during the optimization or evaluation phase, as described
below. Apart from these parameters, the following procedures were held constant for all
image acquisitions. For analysis with the Horus software, a cell suspension culture type was
specified for the MODS culture images obtained. Before each measurement, hot air was
blown on the surface of the MODS plates to remove condensation on the inside of the lid,
which prevented the algorithm from focusing the image correctly. Next, light intensities and
acquisition times were calibrated by placing a random well of the MODS plate to be
measured over the CMOS sensor and covering the system with a cover box to prevent
incoming light from affecting the measurement. Image acquisition after calibration was also
performed by placing the corresponding well over the sensor and covering the system.

If the reconstruction failed due to an error in the autofocus algorithm, resulting in a strange
and blurred image, the manual focus function of Horus was used. In this mode, Horus allows
the user to manually enter the corresponding focus value. The images were reconstructed
by increasing the focus value from 0 to 4000 in steps of 50, thus generating a set of 200
photos. All reconstructed images were then visually inspected to select the best focused
one. To avoid entering the focus values 200 times, the focus increment was automated with
an internal Python script communicating with Horus.

2.4, Evaluation

To assess the applicability of the Cytonote lensless microscope in the diagnosis of MODS
cultures, three phases were performed: The initial one addressed the optimization of Horus
parameters using Cytonote 1W to acquire images from culture strains and MODS cultures
from sputum samples. The second phase analyzed the morphological characteristics of
MODS strands in images obtained with Cytonote, and the third evaluated the performance
of images captured with Cytonote for TB diagnosis.



2.4.1 Phase 1: Optimization of Horus parameters for MODS imaging

The Cytonote device was primarily devised to image eukaryotic cell lines inside an incubator
(15). Consequently, it was necessary to adjust the default reconstruction parameters of the
holographic algorithm to capture MTB strands. Two parameters were of particular interest:
the noise filtering algorithm and the autofocus range.

The Horus software provides three alternatives for filtering background noise: a mean, a
median and a third-order algorithm. To determine the most appropriate option for this
application, five MODS cultures of isolated strains and five sputum samples with positive
sputum smears (distributed in four wells of a MODS plate) were used. The presence of
characteristic MTB cords in these samples was verified using a conventional inverted
microscope. From each well, two images were obtained with Cytonote, employing each of
the three noise filtering algorithms and maintaining the default autofocus range. In total,
240 images were analyzed (10 samples x 4 wells per sample x 2 images per well x 3 noise
filtering algorithms).

Once the best noise filtering algorithm was determined, a subset of 63 of the 240 digitized
images was used to optimize the autofocus range. This subset corresponded to the images
obtained with the optimal filtering method and that provided a positive TB diagnosis
according to the inverted microscopy evaluation. Their manual or autofocus values were
retrieved and the samples were grouped according to culture type (either isolated strain
cultures or sputum cultures). The distribution type and mean values of each group were
compared using the Kolmogorov-Smirnov test and the independent T-Student test (equal
variances, tested using Levene's test) to verify whether the distributions of the two groups
were equivalent and to validate whether merging the dispersion of their focus values is an
adequate approach to obtain an autofocus range.

2.4.2. Phase 2: Evaluation of the morphological characteristics of MODS cords in the
images generated by Cytonote microscopy

For the morphological evaluation of MODS cords, from the images captured with Cytonote,
6 strains (pure cultures) from MDR-TB patients and 15 sputum samples with positive 1+ and
2+ bacilloscopy were used. The strains and samples were processed with MODS and
incubated at 37°C. From day 7 to day 9, the positive or negative diagnosis of all cultures was
determined using a conventional optical inverted microscope. Then, images were captured
with the Cytonote microscope, obtaining four digital images per day for each sample or
strain (one image for each of the four wells of the MODS plate). The same specialist who
interpreted the MODS cultures on the inverted microscope analyzed the MTB strands
obtained from the images. The evaluation started with the pure cultures and then with the
sputum samples.

For the evaluation of the cords in each image, three previously defined aspects were
considered: The first was to determine whether the morphological characteristics presented
by the MTB cords in the liquid culture medium, when observed under an inverted
microscope, are similar in the images (sinusoidal shape, of variable length and thickness,
with single pointed ends and greater brightness along the central axis of the cord)
generated in the Cytonote microscope. The second was to detect in the images whether the
cords show any special characteristics during their development, since MODS experts
recognize microscopically that cords remain suspended in the liquid culture medium and
then, as they continue to develop, tend to precipitate to the bottom of the well to form
clusters. The third was to recognize in the images the presence of detritus and/or cells,



which are artifacts typical of a sputum sample processed with MODS, a detail commanly
distinguished in the microscopic examination and which tends to concentrate in the central
part of the wells, and may hinder the early detection of the cords if found in high quantity
during conventional diagnosis.

2.4.3. Phase 3: Evaluation of the images generated by the Cytonote microscope for TB
diagnosis

The Cytonote microscope, a lens-free imager, was configured according to the parameters
obtained in phase 1. Sputum samples and TB strains were processed with MODS and
incubated at 37°C. After seven days of incubation and for two consecutive days, the positive
or negative diagnosis of all cultures was determined using a Nikon Eclipse inverted
microscope coupled to a Nikon D5-L2 5.4-megapixel digital camera to maintain an image
record of each well evaluated. After the microscopic reading, images were generated by
placing each well of the MODS plate on the CMOS sensor of the Cytonote microscope
(Figure 3-B).
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Figure 3. Cytonote System Configuration for MTB Image Acquisition of MODS Crops {A)
Schematic diagram of the Configuration (B) Photograph of the Configuration.

Eight digital images were obtained daily for each sample or strain (two images for each of
the four wells of the MODS plate). The same specialist who interpreted the MODS cultures
with the commercial optical inverted microscope interpreted the images displayed on a
computer monitor. Each image was classified as positive or negative. Positivity for TB was
established if two or mare characteristic cords were observed in each image, according to
the standard interpretation of the conventional MODS culture. The autofocus quality of
each image was classified as: good, fair or poor.

3. Results

3.1. MGDS culture

As previously explained, TB colonies growing in a MODS culture go through three growth
phases that are easily distinguishable visually (Figure 1). On average, during the first 5-6
days, small "comma" structures emerge. Between days 7 and 9, growth increases and they



acquire a "cord-like" shape, a distinctive feature for TB diagnosis. From day 10 onwards, the
colonies agglomerate to form "clusters”. Different studies with MODS corroborate that the
average period for detecting TB growth in cultures is 7-9 days after incubation (4,5,6).
Therefore, for this study it was determined to evaluate the plates for three consecutive days
starting on the seventh day of incubation, which is considered the optimal time to obtain a
positive MODS culture detectable through an image captured by the Cytonote single lens
system. In all cases, the positive samples analyzed showed morphological characteristics
typical of a conventional MODS culture.

3.2. Optimized parameters
Evaluation of the filtering methods concluded that the median algorithm was more
appropriate for recognition of MTB cords, as it minimized the intensity of clusters in the
image (Figure 4-A). Clusters are the accumulation of multiple MTB cords and do not
contribute to image recognition, as opposed to individual cords that are the basis for
accurate positive diagnosis of TB with MODS (9).
The Kolmogorov-Smirnov null hypothesis was not rejected (P = 0.5011), supporting that the
distributions of the focus values of both isolates and sputum samples follow the same
pattern. Furthermore, no significant differences were found between the variances of the
groups (Levene's test, P = 0.4405). Finally, group means were also not significantly different
(t-test for equal variances, P = 0.2658). Taken together, these results suggest that the
distributions of the focus values for both crop types derive from the same continuous
distribution and share the same parameters. This is correlated by the visually similar
distributions {Figure 4-B). For this reason, for subsequent analyses both groups were
combined. A permissive estimation of the optimal autofocus range (the one that maximizes
the chances of containing a correct value for almost all samples) was performed by taking
the range formed by rounding the minimum and maximum focus values of this combined
distribution. The resulting optimal autofocus value was 2000-4000 pm.
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Figure 4. Optimization of noise filtering parameters and autofocus range. (A) The three
images show the same area reconstructed using the three noise filtering algorithms
implemented in Horus. The arrow indicates a reference cluster. It can be seen that the
median-based filtering algorithm almost completely reduced the visibility of the cluster. (B)
Violin plots representing the distribution of focus values by crop type. The shapes of the



distributions are very similar. This corresponds to the fact that the Kolmogorov-Smirnov (KS)
test yielded nonsignificant P-values. Furthermore, it is observed that the distributions are
centered towards similar values.

3.3. Evaluation of the morphological characteristics of MODS cords in the images captured
with the Cytonote lensless microscope.

A total of 252 digital images of 7- to 9-day MODS cultures were analyzed. Of these, 72 were
from cultures with pure TB strains and 180 from sputum samples with positive sputum
smears from TB patients. Initial evaluation determined that Cytonote produces clear images
of TB cords with MODS and that their morphology is visualized with minimal differences
compared to what is observed on an inverted microscope (Figure 5-A). Positivity was
detected in all images. Visual evaluation began with pure strain cultures, where cords are
most clearly detected against a noise-free background (Figure 5-B). Subsequently, cords
were evaluated in sputum samples, where it is common to find cells or detritus (Figure 5-C).
Visual analysis determined that the sinusoidal shape of the cords, with their variable length
and thickness, are the most important morphological features for visual recognition of TB in
the images. Subjective evaluation concluded that the cords take on a dark or black color in
most images, which would correspond to developing cords settling in the wells. In some
images, thin gray cords were detected, identifiable mainly by zooming in on the computer
monitor during visual recognition. These fainter cords would correspond to young cords
suspended in the liquid culture medium (Figure 6). As for the recognition of detritus and/or
cells in the images of the sputum samples, these are not clearly distinguishable. This
difficulty is also present in cords that form clusters.

Figure 5: Comparison of digital images of positive MODS cultures at day 8 of culture.
Corresponds to: (A) Image of a sputum sample observed under an inverted microscope and
captured with Nikon DS-L2 digital camera (B) Image of pure MTB strain captured with



Cytonote (C) Image of MTB positive sputum sample captured with Cytonote. (B-1) and (C-1)
segments of original Cytonote image; (B-2) and (C-2) segments of zoomed Cytonote image.

Figure 6: Cytonote digital image of a MODS-positive culture at day 8 of culture. (A) Original
digital image (B) Zoomed-in segment of the original image: black arrows indicate
characteristic black MTB cords and red arrows indicate thinner lead-colored developing MTB
cords.

Depending on the area of the MODS well from which the images are obtained, 3 areas can
be detected: the central area of the well, predominantly with dark spots, which corresponds
to the area most saturated with cells or debris {Figure 7-A); the intermediate area
surrounding the central area, which presents clear but not well-defined circular
configurations, corresponding to scattered cells {(Figure 7-B); and the outermost area, which
presents areas mostly without noise and where MTB strands are most frequently detected
(Figure 7-C). If there are cords where debris and/or cells are concentrated, or if there are
conglomerate cords of MTB in any field of the image, these are not detected and are
perceived as white spots (Figure 7).

Figure 7: Cytonote digital image from a sputum sample processed with MODS at day 7 of
incubation. Detected zones: (A) Dark zone, corresponds to the central zone of a MODS well



where detritus, material typical of a sputum sample, is concentrated; (B) Intermediate zone,
presents mostly cells; (C) Outer zone, the lightest zone where MTB cords are detected. The
detritus and cells are not recognizable and if there are MTB cords in these zones they are not
detected.

3.4. Evaluation of Cytonote imaging for TB diagnosis

A total of 2361 images were obtained from 7- to 9-day MODS cultures with Cytonote. Of the
total, 911 were from pure strain cultures and 1450 from sputum samples. Evaluation of the
images for TB diagnosis with Cytonote was performed according to the settings already
described and under standard laboratory conditions.

In general, most of the images were adequately reconstructed using Horus software,
showing an appropriate focus that allowed a correct interpretation of the MODS cultures.
Images obtained with good focus allow to clearly distinguish the morphological structures of
the MTB colonies, revealing the sinuous shapes of the cords. Length, thickness and shape
are the morphological features that are clearly visible in the digital images reconstructed by
the Horus software (Figure 5). The sharp ends and increased brightness at the edges of the
cords are not apparent in the reconstructed images. However, this does not hinder correct
interpretation and diagnosis.

Images corresponding to pure strain cultures showed higher definition and clarity,
facilitating better recognition compared to images corresponding to sputum cultures (Figure
5-B and 5-C). Notably, the background of the image corresponding to a pure strain culture is
cleaner and with less noise than that frequently observed in sputum culture photos.

Of the 911 pure strain culture images, 112 (12.3%) and 143 of the 1450 sputum culture
images (9.9%) showed low focus level, which made reliable interpretation difficult. In these
cases, the low-focus images were reconstructed for different focus values. After a manual
review of each of the reconstructed images for the same sample or strain, at least one
image with adequate focus was identified that allowed for reliable interpretation and
diagnosis. 95.85% of these samples could be evaluated, after identifying the reconstructed
image with the proper focus.

Table 1: Cytonote performance compared to MODS culture for MTB image detection in pure
strain images and sputum samples.

Automatic focus Manual focus
Variables MOPS MODS MOPS MODS
strains sputum strains sputum
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
Cytonote Pos 729 0 289 21 819 0 356 21
Cytonote Neg 112 70 122 1018 22 70 55 1018
Sensitivity % 86.7 70.3 97.4 86.6
Specificity % 100 98 100 98
PPV% 100 93.2 100 94.4
NPV% 384 89.3 76.1 94.9
Kappa 0.5 0.74 0.85 0.87

Pos=positive, Neg=negative, PPV=positive predictive value, NPV=negative predictive value



After identifying suitable reconstructed images and performing manual classification of all
interpretable images obtained with the Cytonote microscope, comparison with images for
the same samples obtained conventionally showed 97.59% agreement for pure strain
cultures and 94.76% agreement for sputum cultures. When considering evaluation by the
standard MODS method with the conventional optical inverted microscope, lens-free
microscopy showed a sensitivity of 70.32% for sputum cultures, and a sensitivity of 86.68%
for pure strain cultures.

4. Discussion
This study represents the first report of the use of lens-free microscopy, specifically the
Cytonote device, to diagnose TB. We confirm that this technology is useful for the
inspection of MODS cultures and for the detection of MTB. Lens-free microscopy offers
speed and simplicity as primary advantages. However, there is one notable limitation: in
certain cases, it requires inspection of reconstructed images for different focusing Z-
parameters. Despite this, lens-free microscopy is a valuable tool to facilitate MODS testing
in TB diagnaosis.
The MODS method has proven to be a robust and low-cost tool for the diagnosis of TB and
MDR-TB due to its simple methodology, its high sensitivity and specificity for liquid culture,
and the characteristic growth of cord-like morphologies of MTB colonies observed after 7-
10 days of incubation (4,5,6). These attributes support its potential utility in the fight to
eradicate TB.
Lens-free microscopy provides a simple way to image live cells and allows the monitoring of
cell cultures directly from the incubator. Its wide field of view and the absence of manual
focus adjustment between shots facilitate real-time image analysis. Based on these
features, we hypothesized that the Cytonote could generate images of MODS cords for
subsequent morphological study, facilitating the identification and diagnosis of MODS
cultures as positive or negative.
A remarkable aspect of this study is that it allowed the identification and evaluation of
MODS cords in a complete image within a 29.4 mm? field of view using a 10-megapixel
CMOS sensor. However, we encountered limitations when confronted with cultures with
high amounts of detritus and/or cells, especially in sputum samples with abundant cords
forming clusters. In these cases, the images were not as easily distinguishable as with the
human eye during microscopic examination.
The analysis of morphological features and the evaluation of Cytonote images for TB
diagnosis are subjective and complicated to standardize. Hence, the results are highly
dependent on the experience of the personnel performing MODS. However, correct
interpretation of a MODS well image can expedite diagnosis without the need for an
inverted microscope.
Our study supports the proof of concept that lens-free microscopy is effective for
interpreting MODS cultures in the diagnosis of TB. However, certain limitations should be
recognized and should be addressed in future studies.
Among the difficulties encountered, the mathematical processing required to reconstruct
the real physical image from the diffraction patterns (holograms) generated by the scanning
microscopy stands out. During this process, a parameter related to the Z-axis focusing needs
to be optimized, which requires prior evaluation. In our study, we found that in about 11%



of cases, images reconstructed using a single optimized focus/Z-axis parameter were blurred
and difficult to interpret. To address this problem, we reprocessed the hologram using
Horus software with different values of the focus/Z-axis parameter. In each case, at least
one focus/Z-axis parameter provided a sufficiently clear image for reliable diagnosis.

The reason that nearly 11% of MODS cultures require a customized focus/Z-axis parameter
may be because colony-associated cord structures do not necessarily form in the same
plane with respect to the well level. TB cords may acquire a complex three-dimensional
structure or could grow in different planes on contaminant debris, requiring optimized
focus/Z-axis parameters for each sample. Although this is a major limitation, we believe that
an upgrade of the reconstruction software to automatically reconstruct hologram images
for different focus/Z-axis parameters could be a possible solution.

Another limitation identified was condensation on the lids of the MODS plates upon
removal from the incubator, which degraded the quality of the images. However, this
drawback was solved by applying heat to the plate with a hot air blower.

Our study supports that Cytonote lens-free microscopy enables early and automatic
detection of MODS cultures, satisfying basic user needs. Furthermore, this study lays the
groundwork for the development of new fully automatic imaging devices that allow
simultaneous detection and monitoring of a full 24-well plate in an incubator, facilitating
MDR-TB diagnosis in a short time.

In conclusion, the Cytonote lens-free microscope system emerges as a promising platform
that generates images of MODS cultures, facilitating the diagnosis of tuberculosis in a
shorter time. This tool could contribute significantly to efforts to control this disease. Future
research should address the identified limitations to further optimize the use of this
technology in TB diagnosis.
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