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DESCRIPCION
Método y medio de cultivo para la deteccion mejorada de micobacterias
Campo de la invencion

La presente invencion en general se refiere a un método para aumentar el crecimiento de micobacterias, a un
método para el diagndstico de infecciones provocadas por especies de micobacterias y a un equipo para detectar el
crecimiento de micobacterias en un medio de cultivo. Mas especificamente, se describen varias mejoras para un
medio de cultivo y un método para aumentar o reducir el tiempo de deteccion (TD) del crecimiento de micobacterias
en el medio de cultivo.

Antecedentes de la invencion

Las micobacterias son un género de bacterias que estan caracterizadas como bacilos gram-positivos inmadviles,
resistentes a acido. El género comprende muchas especies incluidas Mycobacterium africanum, M. avium, M. bovis,
M. bovis-BCG, M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M. kansasii, M. leprae, M. microti, M.
scrofulaceum, M. paratuberculosis y M. tuberculosis. Algunas de las micobacterias son patégenas tanto para las
personas como para los animales, en especial M. tuberculosis, M. leprae y M. bovis. Otras especies micobacterianas
normalmente no son patégenas, pero provocan infecciones oportunistas en personas inmunodeficientes, tales como
los pacientes de SIDA. Por ejemplo, las infecciones por M. kansasii, M. avium y M. intracellulaire pueden producir
neumopatia grave en pacientes en los que el sistema inmunitario esta deprimido o afectado. De hecho, por primera
vez desde 1953, los casos descritos de infecciones micobacterianas estan aumentando en los Estados Unidos;
muchos de estos casos estan relacionado con el SIDA epidémico.

La deteccion de la especie Mycobacterium en especies clinicas es importante como herramienta de diagndstico
clinico. Tradicionalmente, se creia que M. tuberculosis era el Unico patdgeno clinicamente importante en este
género. Un aumento en la frecuencia de cepas de M. tuberculosis resistentes a farmacos ha acentuado mas la
necesidad de detectar esta especie. La tuberculosis presenta todas las caracteristicas principales de una
enfermedad epidémica global. Actualmente, la tuberculosis afecta a mas de 35 millones de personas en todo el
mundo y produce mas de 4 millones de muertes al afio. Por lo tanto, la tuberculosis es un problema de principal
interés en todo el mundo. La tuberculosis puede estar producida por M. tuberculosis, M. bovis, M. africanumy M.
microti, bacilos de Koch Gram-positivos, resistentes al acido de la familia Mycobacteriaceae. Algunas cepas
patégenas locales de M. tuberculosis se han aislado también de pacientes en Madras y otras ciudades en India, que
difieren en algunos aspectos de H37Rv de M. tuberculosis, que es una cepa virulenta.

Sin embargo, otras especies de Mycobacterium, también son clinicamente importantes. Estas se denominan a veces
"MDDT" para otras micobacterias distintas de las de la tuberculosis, entre otras normalmente organismos del
complejo M. aviumlintracellulare (M. avium, M. intracellulare, M. paratuberculosis, normalmente denominadas
MAIC), M. gordonae, M. fortuitum, M. chelonae, M. mucogenicum y mezclas de especies de Mycobacterium en una
muestra clinica. Por ejemplo, se ha demostrado que las infecciones oportunistas de crecimiento rapido por bacterias
del complejo M. avium (MAC) se producen frecuentemente en pacientes de SIDA y otros pacientes
inmunodeficientes. En dichas personas infectadas, se han encontrado al menos 108 células MAC/mI de sedimento
de esputo. Por consiguiente, los analisis de deteccion que pueden detectar muchas especies de micobacterias son
clinicamente importantes.

Muchos métodos clinicos para detectar e identificar especies de micobacterias en muestras requieren analisis de las
caracteristicas fisicas (p. €j., tincion resistente al acido y deteccidon microscopica de bacilos), caracteristicas
fisiolégicas (p. €j., cultivo en medios definidos) o caracteristicas bioquimicas (p. €j., composicién de lipidos de la
membrana) de las bacterias. Estos métodos requieren concentraciones relativamente altas de bacterias en la
muestra para ser detectadas, pueden ser subjetivas dependiendo de la experiencia y pericia del técnico clinico, y
requieren mucho tiempo. Debido a que las especies de micobacterias con frecuencia son dificiles de cultivar in vitro
y pueden tardar varias semanas en alcanzar una densidad util en el cultivo, estos métodos pueden dar lugar ademas
al tratamiento retardado del paciente y costes asociados al aislamiento de una persona infectada hasta que se
completa el diagndstico.

Las micobacterias en general, y M. tuberculosis y M. bovis en particular, son microorganismos exigentes que se
desarrollan muy lentamente. Pueden tardar dos a tres semanas en desarrollarse estos organismos en el medio de
cultivo convencionalmente utilizado. Se han hecho algunos esfuerzos para hallar un medio o una sustancia que
pueda aumentar el crecimiento y reducir el factor temporal. Por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 3.935.073 describe
un medio de cultivo para cultivar micobacterias que contienen los siguientes nutrientes en las concentraciones
indicadas: 0,47% de caldo de cultivo basico 7H9 (que contiene fosfatos de potasio y de sodio, glutamato sddico,
citrato sadico, sulfato amoénico, piridoxina, citrato férrico y aménico, sulfato de magnesio, sulfato de cinc, sulfato de
cobre, biotina y cloruro de calcio adquirido en BBL Microbiology Systems en Cockeysville, Maryland), 0,5% de
albumina de suero bovino, 0,1% de hidrolizado de caseina, 96 unidades/vial de catalasa, 2 uCi/vial de sustrato
marcado con 14C, completar con agua desionizada hasta 2 ml, pH final 6,8 £ 0,1.
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Como agente desintoxicante puede utilizarse albumina en un medio para el cultivo de micobacterias. La albumina es
una proteina sencilla que se encuentra en casi todos los animales y en muchos tejidos vegetales. Las albuminas se
caracterizan por ser solubles en agua y coagulables por el calor. Contienen carbono, hidrogeno, nitrégeno, oxigeno y
azufre. Una albumina preferida para el medio de cultivo de la presente invencién es la albumina de suero bovino. La
albumina suele estar presente en el medio de cultivo a una concentracién desde aproximadamente 0,1 por ciento en
peso a aproximadamente 10 por ciento en peso.

Sin embargo, debido a la lenta velocidad de crecimiento y a la necesidad de un medio enriquecido para el
crecimiento micobacteriano en el cultivo, la deteccién de micobacterias en muestras clinicas (p. ej. de esputo,
liquidos pulmonares, tejido o heces) todavia representa un importante desafio biolégico. Un factor en este desafio
surge de hecho de que las bacterias que crecen mas rapidamente pueden proliferar en el organismo micobacteriano
de crecimiento lento de interés, excluyendo de este modo o dificultando considerablemente la deteccion de
micobacterias. Durante décadas, se han desarrollado diversas técnicas para descontaminar muestras para
diagndstico (es decir, matar o inhibir organismos no micobacterianos) propuestas para identificacion micobacteriana.
Estas técnicas o bien destruyen los posibles contaminantes o les dafian en la medida en que su crecimiento se
inhibe o se evita totalmente.

Convencionalmente, el diagnostico de laboratorio de las micobacterias estaba basado en la tincion resistente al
acido y el cultivo del organismo, seguido de analisis bioquimicos. Como resultado del lento crecimiento y del
prolongado tiempo de generacion de las micobacterias, el diagndstico exacto de laboratorio de micobacterias por
técnicas convencionales puede tardar tanto como seis semanas. Los sistemas de cultivo automaticos tal como el
sistema BacT/ALERT® (bioMérieux, Inc.) pueden disminuir el tiempo de identificacion de las micobacterias en hasta
dos semanas.

El presente cesionario, bioMérieux, Inc. ofrece el frasco de cultivo BacT/ALERT® MP de plastico para su uso en los
sistemas de deteccion microbiana BacT/ALERT® como su sistema basado en el cultivo para detectar micobacterias
en muestras clinicas, distintas de sangre. El sistema de deteccién microbiana BacT/ALERT® utiliza un sensor
colorimétrico y luz reflejada para controlar la presencia y produccion del diéxido de carbono (CO;) que esta disuelto
en el medio de cultivo. Si las micobacterias estan presentes en la muestra del ensayo, el diéxido de carbono se
produce a medida que los microorganismos metabolizan los sustratos en el medio de cultivo. Cuando el cultivo de
las micobacterias produce COy, el color del sensor permeable al gas instalado en el fondo de cada frasco de cultivo
cambia del azul verdoso al amarillo.

El sistema de reactivos BacT/ALERT® MP comprende el frasco de cultivo BacT/ALERT® MP, liquido de redisolucién
(LR) y complemento antibiético MB BacT (CAM) (en lo sucesivo denominado LR convencional o antiguo (o LR
convencional/antiguo) y CAM convencional o antiguo (0 CAM convencional/antiguo). El frasco de cultivo
BacT/ALERT® MP es un frasco de plastico que contiene algunos componentes del medio. El liquido de redisolucion
(LR) contiene los nutrientes restantes para el cultivo de micobacterias y se utiliza para redisolver el CAM. EI CAM es
un polvo liofilizado compuesto de seis antimicrobianos para suprimir la flora respiratoria indeseable de las muestras
de esputo. El LR y el CAM se envasan como el equipo del CAM. No obstante, todavia hay necesidad en la técnica
de reducir mas el tiempo requerido para el diagndstico exacto de las micobacterias.

Palomino, et al., "tuberculosis textbook" 1 de enero de 2007 (capitulo 14: New Diagnostic Methods) describe un
medio Middlebrook 7H9 modificado que comprende una mezcla de enriquecimiento de OADC y polimixina B,
anfotericina B, acido nalidixico, trimetoprim, vancomicina y azlocilina.

Gallagher, et al. "A selective oleic acid albumin agar medium for the cultivation of Mycobacterium bovis" Agosto de
1977, The Journal of Hygiene, vol. 79 (1), paginas 155-160 describe un medio selectivo de acido oleico, albumina y
agar-agar para el cultivo de Mycobacterium bovis.

Lynn, et al. "Role of Bovine Serum Albumin in the Nutrition of Mycobacterium tuberculosis" 1979, Applied and
Environmental Microbiology, vol. 38 (5), pags. 806-810 describe que la albumina de suero bovino estimula el
crecimiento de pequefios indculos de Mycobacterium tuberculosis en medios que contienen acidos grasos sin
esterificar.

Por consiguiente, un objetivo principal de esta invencion es proporcionar un método para aumentar el crecimiento y
la deteccion de las especies de Mycobacterium que pueden estar presentes en una muestra clinica. Se expone
ademas un medio de cultivo de micobacterias adecuado para el cultivo in vitro de micobacterias. Ademas se expone
un medio de cultivo de micobacterias segin el objetivo precedente, en donde el crecimiento de organismos
contaminantes esta inhibido.

Por consiguiente, se describe en la presente memoria una nueva formulacién para medios de cultivo, una
formulacion de un nuevo complemento nutritivo (CN) y un nuevo complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM)
y mejoras en el procedimiento de fabricacion que presentan mejoras inesperadas en el crecimiento y deteccion de
las micobacterias. Ademas en la presente memoria se describen métodos para mejorar el cultivo y deteccion de
micobacterias.
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Compendio de la invencion

La presente invencion generalmente se refiere a métodos para el cultivo y deteccion de Mycobacterium. Por otra
parte, se exponen composiciones y métodos de diagnodstico que detectan un amplio espectro de la especie
Mycobacterium que puede estar presente en una muestra clinica. La presente invencién se refiere ademas a un
equipo nuevo y mejorado que permite mas tiempo de deteccion (TD) para el cultivo y deteccion de micobacterias, el
sistema MP o el equipo que comprende un frasco de cultivo BacT/ALERT® MP esterilizable en autoclave, un
complemento nutritivo (CN) y un nuevo complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM).

En la presente memoria se expone un medio de cultivo para cultivar micobacterias, medio de cultivo que comprende:
(a) un medio de cultivo basico adecuado para el cultivo de micobacterias; (b) uno o mas aditivos de complemento
nutritivo; (¢) y un complemento antimicrobiano mejorado; y en donde dicho medio de cultivo presenta aumento de
crecimiento de dichas micobacterias.

En otra realizacion, la presente invencién se refiere a un método para el aumento de crecimiento de micobacterias
que comprende afadir a una muestra que se sospecha que contiene micobacterias a un medio de cultivo que
contiene ASB exenta de acidos grasos, un complemento de acidos grasos que comprende uno o mas acidos grasos
de cadena larga, teniendo dichos acidos grasos 10 o mas atomos de carbono, y un complemento antimicrobiano que
comprende uno o mas agentes antimicrobianos en donde dicho complemento antimicrobiano comprende
fosfomicina, y someter el medio de cultivo a condiciones adecuadas para el cultivo de dichas micobacterias, en
donde dicha ASB exenta de acidos grasos y una o mas de dichos acidos grasos de cadena larga aumentan el
crecimiento de dichas micobacterias en comparacion con el medio de cultivo que no contiene una ASB exenta de
acidos grasos y un complemento de acido graso que comprende uno o mas acidos grasos de cadena larga.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a un método para el diagnéstico de la infeccion causado por una
especie de micobacteria, que comprende las etapas siguientes: (a) proporcionar un medio de cultivo; (b) afiadir un
complemento nutritivo a dicho medio de cultivo, complemento nutritivo que comprende ASB exenta de acidos grasos
y uno o mas acidos grasos de cadena larga teniendo dichos acidos grasos 10 o0 mas atomos de carbono, en donde
dicha ASB exenta de acidos grasos y una o mas de dichos acidos grasos de cadena larga aumentan el crecimiento
de dichas micobacterias en comparacion con el medio de cultivo que no contiene una ASB exenta de acidos grasos
y un complemento de acido graso que comprende uno o mas acidos grasos de cadena larga; (c) afiadir una muestra
para la que debe determinarse la presencia o ausencia de dicha especie de micobacteria, y (d) analizar en el cultivo
la presencia de la especie de micobacteria, en donde un descubrimiento de la presencia de la especie de
micobacteria indica un diagndstico positivo de dicha infeccion.

Todavia en otra realizacion, la presente invencion se refiere a un equipo mejorado. El equipo mejorado incluira un
frasco de cultivo que comprende un medio de cultivo basico para el cultivo de micobacterias o agua. Opcionalmente,
el medio de cultivo o agua del nuevo frasco de cultivo MP no incluira ningdn componente térmicamente labil, por lo
que se permite que el nuevo frasco de cultivo MP sea esterilizable en autoclave. El sistema o equipo de reactivos
incluira ademas un nuevo complemento nutritivo (CN) que comprende ASB exenta de acidos grasos y uno o mas
acidos grasos de cadena larga teniendo dichos acidos grasos 10 o mas atomos de carbono y un nuevo
complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) que comprende uno o mas agentes antimicrobianos para
suprimir el crecimiento de la flora respiratoria contaminante en dicho medio de cultivo. EI complemento nutritivo (CN)
puede incluir un medio de cultivo basico para el crecimiento de micobacterias y/o uno o mas fuentes de carbono,
fuentes de nitrogeno, azucares, sales, nutrientes, proteinas, aminoacidos, acidos grasos u otros nutrientes.
Preferiblemente el frasco de cultivo es un frasco de cultivo BacT/ALERT® MP.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1A - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de M. tuberculosis con y sin aporte
complementario de acidos grasos.

Figura 1B - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de M. intracellulare con y sin aporte
complementario de acidos grasos.

Figura 1C - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de M. avium con y sin aporte
complementario de acidos grasos.

Figura 2 - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de cepas de micobacterias con y sin
aporte complementario de acidos grasos.

Figura 3 - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de cepas de micobacterias con
azlocilina.

Figura 4 - es un diagrama de caja que presenta el efecto de vancomicina sobre el crecimiento de cepas de
micobacterias.
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Figura 5A - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de 18283 de M. tuberculosis con
diversas formulaciones del complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM).

Figura 5B - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de 27294 de M. tuberculosis con
diversas formulaciones del complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM).

Figura 5C - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de 569 de M. avium con diversas
formulaciones del complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM).

Figura 5D - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de 13950 de M. intracellulare con
diversas formulaciones del complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM).

Figura 5E - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de 19981 de M. scrofulaceum con
diversas formulaciones del complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM).

Figura 5F - es un diagrama de caja que presenta el tiempo de deteccion (TD) de 12478 de M. kansasii con diversas
formulaciones del complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM).

Figura 6 - es un diagrama de caja que presenta una comparacion de la formulacién del CAM anterior frente a la
nueva formulacion del complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) para el tiempo de deteccion (TD) del
crecimiento del complejo de M. tuberculosis.

Figura 7 - es un diagrama de caja que presenta una comparacion de la formulacién del CAM anterior frente a la
nueva formulacion del complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) para el tiempo de deteccion (TD) del
crecimiento de otra cepa de micobacterias.

Descripcion detallada de la invencién

Es bien conocido que el cultivo de microorganismos se reproduce al proporcionar las condiciones nutritivas y
ambientales apropiadas. Un cultivo o medio de cultivo adecuado debe contener todos los nutrientes requeridos por
el microorganismo que ha de cultivarse. Por ejemplo, un medio de cultivo microbiolégico tipico debe contener
recursos de agua disponibles, una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, vitaminas, oligoelementos tales como
potasio, magnesio, calcio y hierro, y minerales, tales como azufre y fosforo. Por lo general, estas necesidades se
suministran de varias fuentes. Otros factores para condiciones de reproduccién adecuadas pueden incluir pH,
temperatura, aireacion, concentracion salina y presion osmaética del medio.

Ademas, es sabido que pueden necesitarse determinados factores de crecimiento. Un factor de crecimiento es un
compuesto organico que un microorganismo debe contener para crecer pero que no puede sintetizar. Muchos
microorganismos, cuando se proporcionan con los nutrientes enumerados anteriormente, pueden sintetizar todos los
constituyentes organicos de su protoplasma, incluidos los aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas, acidos
grasos y otros compuestos. Cada uno de estos compuestos esenciales es sintetizado por una secuencia discreta de
reacciones enzimaticas y cada enzima se produce bajo el control de un gen especifico. Sin embargo, algun
microorganismo no puede sintetizar uno o mas de estos factores de crecimiento y debe entonces obtenerse este
compuesto del medio. Los factores de crecimiento requeridos pueden incluir, pero no se limitan a, aminoacidos,
vitaminas, purinas y pirimidinas, acidos grasos y otros compuestos requeridos para el crecimiento.

Como se expuso en la presente anteriormente, el cesionario actual, bioMérieux, Inc., produce y vende un frasco de
medio de cultivo para cultivo y deteccion de micobacterias (frasco de proceso BacT/ALERT® MP). El frasco de
proceso BacT/ALERT® MP esta disefiado para su uso con los sistemas BacT/ALERT® o BacT/ALERT® 3D para
recuperacion y deteccion de micobacterias procedentes de muestras del cuerpo estériles y de muestras clinicas
digeridas descontaminadas. El frasco de proceso MP puede utilizarse junto con el complemento antimicrobiano
(CAM) MB/BacT® y/o el liquido de redisolucién (LR) MB/BacT®& (denominado en la presente memoria CAM
convencional o antiguo y LR convencional o antiguo).

El frasco de cultivo desechable BacT/ALERT® MP tiene un cierre extraible y contiene aproximadamente 10 ml de
medio y un detector interno que detecta dioxido de carbono como indicador de crecimiento microbiano. La
formulacién del medio de cultivo consiste en: caldo de cultivo Middlebrook 7H9 (0,47% p/v), producto de la digestion
pancreatico de caseina (0,1% p/v), albumina de suero bovino (0,5% p/v) y catalasa (48 u/ml) en agua purificada
(denominado en la presente memoria medio de cultivo convencional o antiguo).

El complemento antimicrobiano MB/BacT® convencional o antiguo (CAM convencional/antiguo ) es un complemento
liofilizado formulado para contener anfotericina B (0,0180% p/v), azlocilina (0,0034% p/v), acido nalidixico (0,0400%
p/v), polimixina B (10.000 unidades), trimetoprim (0,00105% p/v) y vancomicina (0,0005% p/v).

El liquido de redisolucién MB/BacT® convencional/antiguo (LR convencional/antiguo) contiene acido oleico (0,05%
p/v), glicerol (5% p/v), amaranto (0,004%) y albumina de suero bovino (1% p/v) en agua purificada. El liquido de
redisolucion (LR) y el complemento antimicrobiano MB BacT/ALERT® (CAM) comprende un equipo de complemento
que puede anadirse al frasco MP.
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La presente invencion se refiere a métodos y equipos que comportan un medio de cultivo nuevo y mejorado y
métodos para el aumento de crecimiento de micobacterias. El medio de cultivo y los métodos descritos en la
presente memoria pueden utilizarse para el cultivo de cualquier micobacteria conocida, incluidas, pero no limitadas
a, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium canetti, Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium scrofulaceum,
Mycobacterium  kansasii, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium  xenopi, Mycobacterium marinum,
Mycobacterium simiae, Mycobacterium terrae, Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium chelonae y Mycobacterium gordonae. Los inventores han descubierto recientemente una
nueva formulacién de medio de cultivo, una nueva formulacion de complemento nutritivo (denominado en la presente
memoria nuevo CN) y una nueva formulacion de complemento antimicrobiano (denominado en la presente memoria
CAM nuevo) y mejoras en el procedimiento de fabricacién que muestran la mejora inesperada en el cultivo y
deteccion de micobacterias.

Las caracteristicas novedosas del sistema MP descrito en la presente memoria pueden incluir: (1) transferencia de
los componentes térmicamente labiles desde el medio de cultivo MP a un complemento nutritivo, lo que permite la
esterilizacion terminal del frasco MP; (2) uso de nuevas fuentes de carbono para optimizar la produccion de COy; (3)
optimizacion del complemento nutritivo; y/o (4) optimizacion de los CAM antimicrobianos y/o de la concentracion de
antimicrobianos. Estas mejoras conducen a varias mejoras inesperadas en el cultivo y deteccion de micobacterias,
incluidas: (1) mejor rendimiento del frasco MP por lo que se refiere al tiempo de deteccion (TD) de crecimiento
micobacteriano; (2) mejor recuperacion de micobacterias clinicamente relevantes; (3) reduccion del avance de la
flora respiratoria contaminante (FRC); y/o (4) minimizacion de falsos positivos. Otras mejoras incluyen la
simplificacion del procedimiento de fabricacién, de tal manera que, los frascos BacT/ALERT® MP pueden
almacenarse y transportarse a temperatura ambiente.

Medio de cultivo

El nuevo medio de cultivo descrito en la presente memoria proporciona aumento de crecimiento de las
micobacterias. Tal como se emplea en la presente memoria, "aumento de crecimiento” significa que el crecimiento
de las micobacterias puede detectarse utilizando el medio de cultivo y/o los complementos de la presente invencion,
por ejemplo en un frasco de cultivo, al menos aproximadamente 0,5 dia, al menos aproximadamente 1 dia, al menos
aproximadamente 2 dias, al menos aproximadamente 3 dias, al menos aproximadamente 5 dias o al menos
aproximadamente 7 dias antes de utilizar el medio de cultivo convencional. En otras palabras, el crecimiento de
micobacterias puede aumentarse de ese modo permitiendo una mejora o reduccion en el tiempo de deteccion (TD)
del crecimiento en comparacién con el crecimiento de micobacterias en un medio de cultivo convencional. Segun
esta invencion, TD puede aumentarse o reducirse al menos aproximadamente 0,5 dia, al menos aproximadamente 1
dia, al menos aproximadamente 2 dias, al menos aproximadamente 3 dias, al menos aproximadamente 5 dias o al
menos aproximadamente 7 dias utilizando el medio de cultivo de la presente invencidon en comparacion con el medio
de cultivo convencional. El medio de cultivo convencional/antiguo puede ser el medio de cultivo convencional
enriquecido con el LR convencional/antiguo y CAM convencional/antiguo del frasco del proceso BacT/ALERT® MP
(bioMérieux, Inc.), descrito en la presente memoria anteriormente.

El nuevo medio de cultivo descrito en la presente memoria puede proporcionar una disminucion del desfase para el
crecimiento de micobacterias. Tal como se emplea en la presente memoria, "disminucion del desfase" significa una
disminucion en el tiempo de incubacion o de latencia antes de que la micobacteria entre en el crecimiento en fase
logaritmica. El medio de cultivo y/o los complementos pueden dar lugar a una disminucién o reduccion del desfase
de al menos aproximadamente 0,5 dia, o al menos aproximadamente 1 dia, o al menos aproximadamente 2 dias o al
menos aproximadamente 3 dias, en comparacion con el desfase de las micobacterias en medio de cultivo
convencional/antiguo. El medio de cultivo convencional/antiguo puede ser el medio de cultivo convencional
enriquecido con el LR convencional/antiguo y CAM convencional/antiguo del frasco del proceso BacT/ALERT® MP
(bioMérieux, Inc.), descrito en la presente memoria anteriormente.

El medio de cultivo descrito en la presente memoria puede comprender un medio nutritivo liquido o un caldo de
cultivo nutritivo. EI medio de cultivo o caldo de cultivo nutritivo normalmente comprende uno o mas nutrientes
conocidos, por ejemplo, el medio de cultivo puede contener uno o mas fuentes de carbono (p. €j., glicerol), fuentes
de nitrégeno (p. €j., sales amoniacales), aztcares, sales (p. gj., de K*, Mg®*, Ca®*, Zn®"), nutrientes, y/o agua. El
medio de cultivo descrito en la presente memoria puede comprender Middlebrook 7H9. Como se expuso en la
presente anteriormente, Middlebrook 7H9 comprende sales de potasio, sales de sodio, glutamato sddico, citrato
sodico, sulfato aménico, piridoxina, citrato férrico aménico, sulfato de magnesio, sulfato de cinc, sulfato de cobre,
biotina y cloruro calcico.

El medio de cultivo descrito en la presente memoria puede comprender ademas nutrientes y/o componentes
adicionales que permiten el aumento de deteccion del crecimiento de micobacterias. Otros nutrientes y/o
componentes que pueden afadirse al medio de cultivo comprenden, pero no se limitan a, proteinas, aminoacidos,
acidos grasos, extractos de células o vegetales y/o otros nutrientes. Por ejemplo, el medio de cultivo ademas puede
comprender caseina (p. €j., un producto de la digestién pancreatica de la caseina), albumina (p. €j., albimina de
suero bovino), catalasa y/o amaranto. Como se expone ademas en la presente memoria, estos nutrientes y/o
componentes adicionales pueden comprender un complemento nutritivo aparte que puede afadirse a un medio de
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cultivo basico antes de la inoculacion del medio de cultivo con una muestra para la que puede desearse la
determinacion de la presencia o ausencia de una micobacteria.

Los autores han descubierto que altas concentraciones de acidos grasos de cadena corta y media (p. €j., acidos
grasos que tienen aproximadamente 8 atomos de carbono o menos) relacionado con la albumina de suero bovino
(ASB) en el frasco de medio de cultivo puede dar lugar a lecturas de falsos positivos. Como tal, puede ser preferible
evitar usar acidos grasos de cadena corta 0 media. Por ejemplo, debe evitarse el uso de acidos grasos que tienen 8
atomos de carbono o menos (p. €j., acido caprilico).

Sin embargo, los autores han descubierto ademas que estos falsos positivos inducidos por el reactivo pueden
eliminarse o reducirse considerablemente empleando ASB exenta de acidos grasos y enriqueciendo la formulacion
de medio de cultivo con acidos grasos de cadena larga. Por consiguiente, el medio de cultivo puede comprender
ademas ASB exenta de acidos grasos (ASB exenta de A.G.) y uno o mas acidos grasos saturados o insaturados de
cadena larga o una de sus sales. Puede ser preferible utilizar uno o mas acidos grasos de cadena larga con 10 o
mas atomos de carbono. En general, puede utilizarse cualquier acido graso de cadena larga conocido, incluidos,
pero no limitados a, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico, acido linoleico y una de sus sales.
Como se expuso ademas en la presente memoria, los autores han descubierto que los acidos grasos pueden
transferirse desde el medio de cultivo del frasco a un complemento nutritivo que puede afadirse por separado al
medio de cultivo antes de la inoculacion con una muestra de ensayo. Como se muestra en la presente memoria
(véase el ejemplo 1y las figuras 1A-1C), el uso de una ASB exenta de acidos grasos y el enriquecimiento del medio
de cultivo con acidos grasos de cadena larga dio lugar a un aumento del tiempo de deteccion (TD) de 2 a 2,5 dias
para el cultivo y deteccion de M. tuberculosis (véase la figura 1A), M. intracellulare (véase la figura 1B) y M.
avium (véase la figura 1C).

El medio de cultivo descrito en la presente memoria puede enriquecerse con uno o mas sustratos o compuestos
intermedios conocidos de la serie de reacciones metabdlicas. Los autores descubrieron sorprendentemente que al
incluir un sustrato de la serie de reacciones metabdlicas (p. ej., a-cetoglutarato) en el medio de cultivo, el cultivo y
deteccion de micobacterias podia mejorarse en comparacion con un medio de cultivo que no contiene el sustrato de
la serie de reacciones metabdlicas (p. €j., a-cetoglutarato). Aunque sin desear estar ligado por la teoria, se cree que
el empleo de un sustrato de la serie de reacciones metabdlicas (p. €j., a-cetoglutarato) en el medio de cultivo puede
aumentar la produccion de CO; por las micobacterias presentes en el cultivo. Pueden utilizarse sustratos o
compuestos intermedios del ciclo del acido citrico, glucdlisis o derivacion de glioxilato. Pueden utilizarse sustratos o
cofactores de enzimas productoras de CO,, o compuestos intermedios, precursores o uno de sus derivados. Por
ejemplo, pueden ser utiles compuestos intermedios del ciclo del acido citrico, tales como piruvato, citrato, cis-
aconitato, isocitrato, oxalosuccinato, a-cetoglutarato, succinil-CoA, succinato, fumarato, malato o oxaloacetato. En el
medio de cultivo descrito en la presente memoria pueden incluirse uno o mas de entre a-cetoglutarato, un precursor
de a-cetoglutarato y/o un derivado de a-cetoglutarato. Los precursores o derivados de a-cetoglutarato, pueden
incluir, pero no se limitan a, glutamato, isocitrato, oxalosuccinato o una de sus mezclas. El/los precursor(es) de
a-cetoglutarato, a-cetoglutarato y/o el/los derivado(s) de a-cetoglutarato pueden estar presentes en el medio de
cultivo a una concentracion final desde aproximadamente 0,1 g/l a aproximadamente 50 g/l, desde aproximadamente
0,5 g/l a aproximadamente 20 g/l o desde aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 20 g/l. Como se expuso
ademas en la presente memoria, el a-cetoglutarato, el precursor del a-cetoglutarato y/o el derivado del a-
cetoglutarato pueden estar incluidos en un complemento nutritivo que puede afiadirse por separado al medio de
cultivo.

El medio de cultivo descrito en la presente memoria puede comprender ademas uno o mas agentes o sustancias
antimicrobianos. Un antimicrobiano es un agente o sustancia que mata, suprime o si no inhibe el crecimiento de
microbios. En general, puede utilizarse cualquier agente antimicrobiano conocido, tales como, farmacos, productos
quimicos u otras sustancias que matan, suprimen o ralentizan el crecimiento de microbios. Los agentes
antimicrobianos Utiles incluyen, pero no se limitan a, antibidticos, bacteriostaticos, bactericidas, antibacterianos,
antiviricos, antimicoticos, antiprotozoarios y antiparasitarios. En general, el antimicrobiano se emplea en una
cantidad suficiente para matar, suprimir o inhibir el crecimiento de bacterias contaminantes que pueden estar
presentes en el medio de cultivo. Por ejemplo, como entenderia un experto en la técnica, puede ser preferible para
inhibir el crecimiento de la flora respiratoria contaminante (FRC) en el medio de cultivo. La FRC puede interferir con
el crecimiento de micobacterias, reducir los nutrientes necesarios para el crecimiento de micobacterias y/o conducir
a falsos positivos. La flora respiratoria contaminante (FRC) puede incluir, pero no se limita a, P. aeruginosa, S.
aureus, C. albicans, E. faecalis, K. pnuemoniae, S. maltophilia, C. tropicalis, S. aureus resistente a meticilina
(SARM), E. faecalis resistente a vancomicina (EFRV).

El antimicrobiano puede ser uno o mas antibiéticos o farmacos sintéticos, incluidos, pero no limitados a, polimixina
B, vancomicina, azlocilina, anfotericina B, acido nalidixico, trimetoprim y fosfomicina. Los antibioticos utiles inhiben la
flora respiratoria contaminante (FRC) sin suprimir ni inhibir el crecimiento de las micobacterias.

En algunas realizaciones, el complemento antimicrobiano comprende uno o mas antibidticos antimicoéticos,
antibioticos gram-negativos, antibiéticos gram-positivos, un antibiético antimicético y antibioticos de amplio espectro.
Por ejemplo, el complemento antimicrobiano descrito en la presente memoria puede comprender, un antimicético (p.
€j., anfotericina B), un antibiético gram-negativo que altera la permeabilidad de la membrana citoplasmica (p. €j.,
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polimixina B), un antibiético de amplio espectro que inhibe la ADN-girasa (p. €j., acido nalidixico), un agente
quimioterapéutico (p. €j., un agente que inhibe la dihidrofolato reductasa (p. ej., trimetoprim)) y un antibiético de
amplio espectro que inhibe la enolpiruvato transferasa (p. e€j., fosfomicina). En general, en la puesta en practica de
esta invencion pueden utilizarse cualquier antimicotico, antibidticos gram-negativos, antibiéticos de amplio espectro,
inhibidores antibiéticos de ADN-girasa o agentes quimioterapéuticos conocidos. En una realizacion, el complemento
antimicrobiano puede comprender anfotericina B, polimixina B, acido nalidixico, trimetoprim y fosfomicina.

Como se muestra en la presente memoria (véanse, p. €j., los ejemplos 3-4 y las figuras 3-4), la utilizacion de
vancomicina y/o azlocilina puede suprimir, inhibir o ralentizar el crecimiento de algunas especies de micobacterias.
Por lo tanto, en algunas realizaciones, puede ser preferible evitar la utilizacion de vancomicina y/o azlocilina. Los
autores han descubierto que puede utilizarse fosfomicina en lugar de azlocilina y vancomicina para dar el
complemento antimicrobiano (CAM) que puede utilizarse para aumentar el crecimiento y la deteccion de las
micobacterias en el cultivo, en comparacion con el complemento antimicrobiano MBBacT®. Por ejemplo,
sustituyendo azlocilina y vancomicina por fosfomicina, los autores han descubierto que el nuevo complemento
antimicrobiano micobacteriano (CAM) aumenta o reduce el tiempo de deteccion (TD) del crecimiento de
micobacterias de 2 a 9 dias, en comparacion con el CAM convencional/antiguo (véase, p. €j., el ejemplo 5 y las
figuras 5A-5F). Por consiguiente, en algunas situaciones, la utilizacion de polimixina B, anfotericina B, acido
nalidixico, trimetoprim y fosfomicina puede ser preferible. Estos antibidticos pueden utilizarse en cantidades
suficientes para inhibir el crecimiento de bacterias contaminantes que pueden estar presentes en el medio de cultivo.
Por ejemplo, el medio de cultivo puede contener una concentracion final desde aproximadamente 400 unidades/ml a
aproximadamente 2.000 unidades/ml de polimixina B, desde aproximadamente 50 pyg/ml a aproximadamente 400
pg/ml de anfotericina B, desde aproximadamente 100 pg/ml a aproximadamente 1.000 pg/ml de acido nalidixico,
desde aproximadamente 10 pg/ml a aproximadamente 100 ug/ml de trimetoprim y desde aproximadamente 100
pg/ml a aproximadamente 1.000 pg/ml de fosfomicina. Como se expone ademas en la presente memoria, estos
agentes antimicrobianos pueden comprender un complemento aparte que puede afiadirse a un medio de cultivo
basico antes de la inoculacion del medio de cultivo con una muestra para la que puede desearse la determinacion de
la presencia o ausencia de una micobacteria.

El medio de cultivo descrito en la presente memoria puede comprender uno o mas de los siguientes: Middlebrook
7H9, albumina de suero bovino, a-cetoglutarato, caseina, catalasa y/o agua. El medio de cultivo puede comprender
ademas uno o mas nutrientes y/o componentes adicionales conocidos por los expertos en la técnica por ser
beneficiosos para el cultivo de micobacterias. Por ejemplo, el medio de cultivo descrito en la presente memoria
puede constar ademas de uno o mas azucares o fuentes de carbono, fuentes de nitrdgeno, minerales, sales,
aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas, acidos grasos y otros compuestos. El medio de cultivo puede
comprender Middlebrook 7H9, glicerol, acido estearico (p. €j., estearato sddico), acido miristico (o una de sus sales),
acido palmitico (p. €j., palmitato sodico), acido oleico (p. €j., oleato sédico), albumina de suero bovino, caseina (p.
€j., producto de la digestion pancreatica de la caseina), catalasa, piruvato sédico, a-cetoglutarato, amaranto y agua.

El medio de cultivo puede comprender ademas uno o mas agentes antimicrobianos (p.ej., fosfomicina). Por ejemplo,
el medio de cultivo puede comprender ademas una mezcla de agentes antimicrobianos, seleccionados de entre uno
o0 mas de polimixina B, azlocilina, vancomicina, anfotericina B, acido nalidixico, trimetoprim y/o fosfomicina. El medio
de cultivo puede comprender ademas una mezcla de antibiéticos que comprende polimixina B, anfotericina B, acido
nalidixico, trimetoprim y fosfomicina.

El medio de cultivo puede ajustarse a un pH desde aproximadamente 5,5 a aproximadamente 7,5, un pH desde
aproximadamente 6,0 a aproximadamente 7,0 o un pH desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,0. Segun
esta invencion, el medio de cultivo aumenta o reduce el tiempo de deteccién (TD) de crecimiento micobacteriano en
al menos aproximadamente 0,5 dia, al menos aproximadamente 1 dia, al menos aproximadamente 2 dias, al menos
aproximadamente 3 dias, al menos aproximadamente 5 dias o al menos aproximadamente 7 dias en comparacion
con el medio de cultivo de micobacterias convencional/antiguo.

Método para mejorar la deteccion de micobacterias

En general, el presente invencion se refiere ademas a un método para detectar el crecimiento de uno o mas
micobacterias que pueden estar presentes en una muestra biolégica. Las muestras que pueden ser analizadas
incluyen tanto las muestras clinicas como las que no son clinicas donde puede sospecharse la presencia de una
micobacteria. Las muestras clinicas que pueden ser analizadas comprenden cualquier tipo de muestra que suele
analizarse en los laboratorios clinicos, incluidas, pero sin limitarse a, sangre, esputo, aspirados, hisopos y enjuagues
de hisopo, otros humores corporales y similares. En una realizacién, la muestra puede ser una muestra corporal
estéril o una muestra clinica descontaminada de producto de la digestién. Las muestras que no son clinicas que
pueden analizarse incluyen ademas sustancias muy variables, que comprenden, pero no se limitan a, muestras de
alimentos, bebidas, productos farmacéuticos, cosméticos, agua, aire, suelo, vegetales, productos sanguineos
(incluidas las plaquetas), 6érganos de donantes o tejidos y similares.

En un aspecto, la presente invenciéon se refiere a un método para mejorar el crecimiento y/o la deteccion de
micobacterias que comprende afadir una muestra que se sospecha que contiene micobacterias a un medio de
cultivo que comprende ASB exenta de acidos grasos, uno o mas acidos grasos de cadena larga, y un complemento
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antimicrobiano, y someter al medio de cultivo a condiciones adecuadas para el crecimiento de dichas micobacterias,
en donde dicha ASB exenta de acidos grasos y una o mas de dichos acidos grasos de cadena larga aumentan el
crecimiento de dichas micobacterias. Los autores han descubierto que la utilizacion de ASB exenta de acidos grasos
y uno o mas acidos grasos de cadena larga en el CN da lugar a una reduccion sustancial en las lecturas de falsos
positivos. Ademas, como se muestra e la presente memoria (véase el ejemplo 1 y las figuras 1A-1C), la utilizacion
de una ASB exenta de acidos grasos y el aporte complementario del medio de cultivo con acidos grasos de cadena
larga dio lugar a un aumento del tiempo de deteccion (TD) de 2 a 2,5 dias para el crecimiento y la deteccion de M.
tuberculosis (véase la figura 1A), M. intracellulare (véase la figura 1B) y M. avium (véase la figura 1C). En una
realizacion, el medio de cultivo puede comprender ademas una cantidad eficaz de un aditivo que comprende a-
cetoglutarato, un precursor de a-cetoglutarato o un derivado de a-cetoglutarato para aumentar el crecimiento de
dichas micobacterias y someter el medio de cultivo a condiciones adecuadas para el crecimiento de dichas
micobacterias. Los autores han descubierto inesperadamente que, al utilizar a-cetoglutarato, un precursor de a-
cetoglutarato y/o un derivado de a-cetoglutarato en el medio de cultivo y el método de la presente invencion, el
tiempo de deteccion (TD) del crecimiento de micobacterias puede detectarse al menos aproximadamente en 0,5
dias, al menos aproximadamente en 1 dia, al menos aproximadamente en 2 dias, al menos aproximadamente en 3
dias, al menos aproximadamente en 5 dias o al menos aproximadamente en 7 dias antes que utilizando medio de
cultivo convencional/antiguo (es decir, medio de cultivo sin a-cetoglutarato, precursor o derivado de a-cetoglutarato).
Como se muestra en el ejemplo 2 y la figura 2, el tiempo de deteccion (TD) de cepas de micobacterias en un medio
de cultivo que contiene a-cetoglutarato aumenta o se reduce en aproximadamente dos dias en comparacion con TD
en un medio de cultivo que no contiene a-cetoglutarato.

La presente invencion se refiere ademas a un método para el diagnéstico de infecciones causadas por una especie
de micobacteria, que comprende las etapas siguientes: (a) proporcionar un medio de cultivo; (b) afadir un
complemento nutritivo a dicho medio de cultivo, comprendiendo dicho aditivo del complemento nutritivo ASB exenta
de acidos grasos y opcionalmente uno o mas acidos grasos de cadena larga; (c) afiadir una muestra para la que
debe determinarse la presencia o ausencia de dicha especie de micobacteria; y (d) analizar en dicho cultivo la
presencia de dicha especie de micobacteria, en donde un hallazgo de la presencia de dicha especie de micobacteria
indica un diagndstico positivo para dicha infeccion. Los autores han descubierto que la utilizacion de ASB exenta de
acidos grasos y uno o mas acidos grasos de cadena larga en el CN da lugar a una reduccion sustancial en las
lecturas de falsos positivos. Ademas, como se muestra e la presente memoria (véase el ejemplo 1y las figuras 1A-
1C), la utilizacidon de una ASB exenta de acidos grasos y el aporte complementario del medio de cultivo con acidos
grasos de cadena larga dio lugar a un aumento del tiempo de deteccion (TD) de 2 a 2,5 dias para en crecimiento y la
deteccion de M. tuberculosis (véase la figura 1A), M. intracellulare (véase la figura 1B) y M. avium (véase la figura
1C). En una realizaciéon, el complemento puede comprender ademas a-cetoglutarato, un precursor de a-
cetoglutarato y/o un derivado de a-cetoglutarato. Como se expuso anteriormente en la presente memoria, la
utilizacion de a-cetoglutarato, un precursor de a-cetoglutarato o un derivado de a-cetoglutarato en el medio de cultivo
y el método de la presente invencién puede reducir el TD en al menos aproximadamente 0,5 dia, al menos
aproximadamente 1 dia, al menos aproximadamente 2 dias, al menos aproximadamente 3 dias, al menos
aproximadamente 5 dias o en al menos aproximadamente 7 dias. De acuerdo con este método, el complemento
nutritivo (CN) opcionalmente puede utilizar ASB exenta de acidos grasos y ademas comprender uno o mas acidos
grasos de cadena larga (p. €j., acidos grasos que tienen 10 o mas atomos de carbono).

Se ha descrito ademas un método de inhibicién de la contaminacion bacteriana en un cultivo de micobacterias,
método que comprende cultivar una muestra que se sospecha que contiene micobacterias en un medio de cultivo
que comprende fosfomicina en una cantidad suficiente para inhibir el crecimiento de la bacteria contaminante en
condiciones adecuadas para el crecimiento de dichas micobacterias. Segun este método, antes de la inoculacion
pueden afiadirse al medio de cultivo uno o mas agentes o sustancias antimicrobianos, o simultaneamente con ella,
del medio de cultivo con la muestra bioldgica a analizar. Posteriormente, el medio de cultivo y la muestra pueden
cultivarse durante un tiempo suficiente y a una temperatura suficiente para permitir el crecimiento y la deteccion de
cualquiera de las micobacterias que pueden estar presentes en la muestra analitica. Uno o mas antimicrobianos
pueden incluirse en un complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) que pueden afadirse al medio de cultivo
basico antes de, o simultdneamente con la inoculacion del medio de cultivo con la muestra a analizar. Como se ha
descrito anteriormente en la presente memoria, el CAM puede comprender uno o mas de entre polimixina B,
anfotericina B, acido nalidixico, trimetoprim y fosfomicina.

En otra realizacion todavia, la presente invencion se refiere a un equipo para el crecimiento y/o la deteccion de
micobacterias que pueden estar presentes en una muestra biolégica. Como se ha descrito con mas detalle en la
presente memoria, el sistema de reactivo BacT/ALERT® MP mejorado incluira el frasco de cultivo MP mejorado que
comprende un medio de cultivo basico para el crecimiento de micobacterias, un nuevo complemento nutritivo (CN) y
un nuevo complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM). El complemento nutritivo (CN) y/o el complemento
antimicrobiano micobacteriano (CAM) puede afiadirse al medio de cultivo basico del frasco antes de, o
simultaneamente con la inoculacién del medio de cultivo con la muestra biolégica a analizar la presencia de
micobacterias. El frasco inoculado se cultivara durante un tiempo suficiente y a una temperatura suficiente que
permita el crecimiento y/o la deteccidn de cualquiera de las micobacterias que pueden estar presentes en la muestra
biolégica. En una realizacion, el medio de cultivo del nuevo frasco de cultivo MP no incluird ningln componente
térmicamente labil, lo que permite que el nuevo frasco de cultivo MP sea esterilizable en autoclave.
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Equipo de reactivos MP

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un equipo de reactivos MP para el aumento del crecimiento y la
deteccion de micobacterias. El equipo de reactivos MP comprendera un frasco de cultivo que tiene un medio de
cultivo basico de micobacterias, un complemento nutritivo (CN), y/o un complemento antimicrobiano micobacteriano
(CAM).

Frasco de cultivo

En la presente memoria se ha descrito un frasco o recipiente (es decir, un frasco de cultivo) que contiene un nuevo y
mejorado medio de cultivo de micobacterias. En general, el frasco de cultivo puede ser de cualquier disefio o tamafio
conocido en la técnica y puede comprender cualquier medio de cultivo conocido beneficioso para el crecimiento y/o
deteccion de micobacterias. El frasco de cultivo puede comprender caldo de cultivo Middlebrook 7H9 y/o agua como
medio de cultivo basico. El frasco MP convencional/antiguo utilizar un medio de cultivo liquido con un pH de
aproximadamente 6,8 para el crecimiento y deteccion de Mycobacterium. Asimismo, el nuevo y mejorado frasco de
cultivo MP tendra un medio de cultivo basico liquido o caldo al que puede afiadirse un nuevo complemento nutritivo
y/o un nuevo complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM). El medio de cultivo puede ajustarse a un pH
desde aproximadamente 5,5 a aproximadamente 7,5, un pH desde aproximadamente 6,0 a aproximadamente 7,0 o
un pH desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,0.En otra realizacién, el medio de cultivo del frasco de
cultivo MP tendra un pH de aproximadamente 6,8.

Los autores han descubierto sorprendentemente que al eliminar determinados nutrientes de crecimiento del frasco
del medio de cultivo, incluidos, por ejemplo, albumina de suero bovino, catalasa de higado bovino y/o caseina, el
frasco puede esterilizarse finalmente. Por ejemplo, al eliminar los componentes térmicamente labiles el frasco
puede esterilizarse en autoclave. Las mejoras relacionadas con la esterilizacion terminal del frasco incluyen mejoras
del almacenamiento y transporte. Por ejemplo, el frasco finalmente esterilizado (p. €j., el frasco esterilizado en
autoclave) puede almacenarse y transportarse a temperatura ambiente lo que da lugar a una considerable reduccion
de costes. El frasco finalmente esterilizado ademas puede dar lugar a un periodo de conservacion mejorado y/o un
nivel de esterilidad (SAL) aumentado.

Complemento nutritivo (CN)

Se ha descrito ademas en la presente memoria un complemento nutritivo (CN) mejorado que puede afiadirse al
frasco de cultivo descrito en la presente memoria para aumentar el crecimiento y la deteccién de micobacterias. En
general, el complemento nutritivo (CN) se afiade a un frasco de cultivo que contiene un medio de cultivo basico para
crecimiento de micobacterias, antes de la inoculacion del frasco y el medio de cultivo con una muestra para la que
se desea la deteccion de la presencia de una micobacteria.

El complemento nutritivo (CN) mejorado puede incluir cualquier nutriente o complemento conocido beneficioso para
el crecimiento de micobacterias. Por ejemplo, el complemento nutritivo puede incluir uno o mas fuentes de carbono,
fuentes de nitrégeno, azlcares, sales, nutrientes, proteinas, aminoacidos, acidos grasos y/o otros nutrientes
conocidos por los expertos en la técnica.

El complemento nutritivo puede comprender ademas a-cetoglutarato, un precursor de a-cetoglutarato y/o un
derivado de a-cetoglutarato. En general, puede utilizarse cualquier precursor o derivado de a-cetoglutarato conocido,
incluidos, pero no limitados a, glutamato, isocitrato, oxalosuccinato o una de sus mezclas. El a-cetoglutarato, el/los
precursor(es) de a-cetoglutarato y/o el/los derivado(s) de a-cetoglutarato pueden estar presentes en el complemento
nutritivo en una cantidad suficiente de tal manera que tras la adicién al medio de cultivo del frasco de cultivo, la
concentracion final de a-cetoglutarato, precursor de a-cetoglutarato y/o derivado de a-cetoglutarato es de
aproximadamente 0,1 g/l a aproximadamente 50 g/I.

El complemento nutritivo puede comprender ademas uno o mas acidos grasos saturados o insaturados de cadena
larga o una de sus sales. En una realizacion puede ser preferible utilizar uno o mas acidos grasos de cadena larga
con 10 o mas atomos de carbono. En general, puede utilizarse cualquier acido graso de cadena larga conocido,
incluidos, pero no limitados a, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico, acido linoleico y una de
sus sales. En otra realizacién, puede ser preferible evitar el utilizar acidos grasos de cadena corta o media. Por
ejemplo, segun esta realizacion debe evitarse el uso de acidos grasos que tienen 8 atomos de carbono o menos (p.
€j., acido caprilico).

Como se ha mencionado anteriormente en la presente memoria, puede ser preferible utilizar albimina de suero
bovino (ASB) exenta de acidos grasos en el complemento nutritivo de la presente invencion. Como se ha
mencionado anteriormente, la utilizacion de ASB exenta de acidos grasos puede reducir o eliminar sustancialmente
falsos positivos basados en reactivos.

El complemento nutritivo (CN) puede comprender glicol, uno o mas acidos grasos de cadena larga, albumina de
suero bovino (ASB) exenta de acidos grasos, producto de la digestion pancreatica de la caseina, piruvato sédico,
amaranto y a-cetoglutarato. EI complemento nutritivo puede afiadirse al frasco de cultivo junto con el medio de
cultivo basico, o puede afiadirse al frasco de cultivo justo antes de la inoculacién con una muestra analitica.
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Alternativamente, el complemento nutritivo puede utilizarse para volver a poner en suspensién el complemento
antimicrobiano micobacteriano (CAM) y a continuacion afadirlo al frasco de medio de cultivo.

Complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM)

Se ha descrito ademas en la presente memoria un complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) mejorado
que puede anadirse al frasco de cultivo descrito en la presente memoria para aumentar el crecimiento y la deteccion
de micobacterias. Los autores han desarrollado un complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) mejorado
que aumenta el crecimiento de micobacterias en el cultivo. EI CAM mejorado es eficaz en la supresion o inhibicion
del crecimiento de la flora respiratoria contaminante (FRC) sin suprimir o inhibir el crecimiento micobacteriano. La
flora respiratoria contaminante (FRC) puede incluir, pero no se limita a, P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans, E.
faecalis, K. pnuemoniae, S. maltophilia, C. tropicalis, S. aureus resistente a meticilina (SARM), E. faecalis resistente
a vancomicina (EFRV). El complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) puede afadirse directamente a un
frasco de cultivo que comprende un medio de cultivo basico para crecimiento de micobacterias, antes de la
inoculacion del frasco y el medio de cultivo con una muestra para la que se desea la deteccion de la presencia de
una micobacteria. En otra realizacion, el complemento nutritivo (CN) puede utilizarse para volver a poner en
suspension el complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) antes de ser afiadido al frasco de medio de
cultivo.

En general, puede utilizarse cualquier agente o sustancia antimicrobiano conocido, incluidos, pero no limitados a,
antibioticos, bacteriostaticos, bactericidas, antibacterianos, antiviricos, antimicéticos, antiprotozoarios y/o
antiparasitarios. Sin embargo, los agentes antimicrobianos preferidos incluyen cualquiera de los antimicrobianos que
suprime o inhibe el crecimiento de la flora respiratoria contaminante (FRC) sin suprimir o inhibir el crecimiento de las
micobacterias. En una realizaciéon, el CAM comprende uno o mas antimicrobianos en una cantidad suficiente para
inhibir la contaminacién bacteriana en dicho medio de cultivo.

El medio de cultivo descrito en la presente memoria puede incluir uno o mas antibidticos. Los antibiéticos utiles
comprenden, por ejemplo, antibiéticos que suprimen o inhiben el crecimiento de FRC, incluidos, pero no limitados a,
polimixina B (POLY B), vancomicina (VAN), azlocilina (AZL), anfotericina B (AMF B), acido nalidixico (AN),
trimetoprim (TMP) y fosfomicina (FOS). Los antibiéticos utilizados para tratar infecciones micobacterianas y que
pueden matar, suprimir o inhibir el crecimiento de micobacterias no sirven en el complemento antibiético en la
presente invencion e incluyen, por ejemplo, isoniazida, rifampin, pirazinamida, estreptomicina y etambutol. Como se
expuso anteriormente en la presente memoria, el presente cesionario comercializa y vende un complemento
antimicrobiano MBBacT®& que es un complemento liofilizado formulado que contiene anfotericina B (0,0180% p/v),
azlocilina (0,0034% p/v), acido nalidixico (0,0400% p/v), polimixina B (10.000 unidades), trimetoprim (0,00105% p/v)
y vancomicina (0,0005% p/v). Sin embargo, los autores actualmente han descubierto inesperadamente que la
fosfomicina puede enriquecerse en azlocilina y vancomicina para dar un complemento antimicrobiano (CAM) que
puede utilizarse para el aumento de crecimiento y deteccién de micobacterias en el cultivo, en comparacion con el
complemento antimicrobiano MB/BacT® convencional/antiguo.

Como tal, el complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) mejorado puede comprender un complemento
liofilizado formulado que contiene anfotericina B (AMF B), polimixina B (POLY B), trimetoprim (TMP), acido nalidixico
(AN) y fosfomicina (FOS). El complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) puede formularse de tal manera
que el medio de cultivo final contenga una concentracion final desde aproximadamente 400 unidades/ml a
aproximadamente 2.000 unidades/ml de polimixina B, desde aproximadamente 50 pyg/ml a aproximadamente 400
pg/ml de anfotericina B, desde aproximadamente 100 pg/ml a aproximadamente 800 ug/ml de acido nalidixico,
desde aproximadamente 10 pg/ml a aproximadamente 100 ug/ml de trimetoprim y desde aproximadamente 100
pg/ml a aproximadamente 1.000 pg/ml de fosfomicina.

El complemento nutritivo (CN) y el complemento antimicrobiano (CAM) pueden formar un equipo aparte que puede
afiadirse a continuacion a un frasco de medio de cultivo finalmente esterilizado. En esta realizacion, el equipo de
CN/CAM puede comercializarse por separado y venderse como un aditivo para el frasco BacT/ALERT MP.

Los ejemplos siguientes se ponen para ilustrar mas las caracteristicas de la invencion, pero no estan destinadas a
limitar el alcance de la invenciéon en modo alguno.

Ejemplos
Ejemplo 1. TD de diversas cepas de micobacterias con y sin aporte complementario de acidos grasos

Para evaluar el efecto de los acidos grasos (AG) de cadena larga sobre el crecimiento de micobacterias, ASB exenta
de acidos grasos (EAG) se seleccioné de Proliant, Inc. (Ames, lowa). Se identificaron 5 AG de cadena larga: acido
miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18: 1) y acido linoleico (C18: 2)
como posibles complementos de AG basandose en el perfil de AG y el rendimiento en el crecimiento. Se preparo y
ensay6 una nueva formulacién del complemento con ASB EAG con y sin los cinco AG (véase la Tabla 1 para la
nueva formulaciéon del complemento). Las concentraciones objetivo del aporte complementario de AG estaban
basadas en el contenido en AG obtenido en evaluaciones anteriores. La concentracion de ASB EAG utilizada fue de
10 g/I. La pérdida de AG durante la filtracion del nuevo complemento se determiné por analisis del éster metilico de
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acido graso (EMAG). Se observo que la recuperacion de AG era >80% después de la filtracion con un filtro de 0,45
pm. El analisis de esta formulacion demostré que las concentraciones mayores de ASB aumentaban la disolucién y
la estabilidad de AG con fijacion de ASB-AG (datos no mostrados). Los analisis ademas demostraron que a menor
contenido en ASB, menor fijacion de AG lo que da lugar a mas pérdida de AG durante la filtracion.

Un nuevo frasco de cultivo esterilizable en autoclave se disefié transfiriendo componentes térmicamente labiles del
medio de cultivo presentes en el frasco convencional o antiguo al LR convencional/antiguo. El nuevo frasco de
cultivo esterilizable en autoclave comprendia Middlebrook 7H9. El nuevo complemento de LR se preparé empleando
la composicidon de LR convencional o antiguo pero modificandola para acomodar los componentes térmicamente
labiles transferidos desde la formulacion del antiguo frasco MP. La Tabla 1 a continuacion presenta la composicion
de un nuevo frasco MP esterilizable en autoclave (como se ha descrito anteriormente en la presente memoria) y un
nuevo complemento. La ASB utilizada en este nuevo complemento fue exenta de ASB acidos grasos (EAG) (Proliant
Inc., Ames, lowa) en lugar de la ASB convencional utilizada en el LR convencional/antiguo.

Tabla 1 - Nuevo frasco MP y nuevas formulaciones del complemento

Nuevo frasco MP LR modificado o nuevo complemento
Frasco de cultivo MP Liquido de redisolucién
Materia prima g/l Materia prima g/l
Middlebrook 7H9| 4,7 Albumina de suero bovino 210
Producto de la digestlic')n pancreatico de |20
caseina
Catalasa de higado bovino 0,86
Glicerol 50
Acido oleico 0,475
Piruvato sédico 20
Amaranto 0,04

Se ensay6 el rendimiento en el crecimiento en cinco organismos (M. tuberculosis, M. avium 'y M. intracellulare). La
formulacion del CAM convencional se utilizé para estos experimentos. El nuevo complemento con/sin aporte
complementario de AG y LR convencional/antiguo se utilizaron para rehidratar un polvo liofilizado del complemento
antibiotico MB BacT convencional o antiguo (CAM convencional/antiguo) (bioMérieux, Inc.). EI CAM
convencional/antiguo contenia 1.000 unidades/ml de polimixina B (POLY B), 180 ug/ml de anfotericina B (AMF B),
400 pg/ml de acido nalidixico (AN), 10,5 pg/ml de trimetoprim (TMP), 34 ug/ml de Azlocilina (AZL) y 5 ug/ml de
Vancomicina (VAN).

Para el nuevo complemento se utilizd el nuevo frasco BacT/ALERT® MP esterilizable en autoclave (como se ha
descrito anteriormente en la presente memoria) y para LR convencional/antiguo, se utilizé el frasco MP
convencional/antiguo. Antes de la inoculacién de nuevos y convencionales/antiguos frascos de cultivo MP
(bioMérieux, Inc.) con cultivos de micobacterias, se afadieron 0,5 ml de nuevo complemento con/sin AG o 0,5 ml de
LR convencional/antiguo a una serie del frasco de cultivos BacT/ALERT® MP. Se afiadi6 CAM convencional
rehidratado (utilizando el nuevo complemento con/sin AG y LR convencional/antiguo) a la segunda serie de frascos
de cultivo MP. Se comparé el crecimiento (como TD de crecimiento) en estos frascos para cultivos
de Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare y Mycobacterium tuberculosis después de inocular con
aproximadamente 0,5x10° UFC/mI. Se llevaron a cabo asimismo recuentos de colonias utilizando placas de agar-
agar Middlebrook 7H10 para comprobar las concentraciones en el indculo y la pureza de los cultivos. Los frascos MP
inoculados se cargaron a 35-37°C en el sistema sin oscilacion BacT/ALERT® 3D (bioMérieux, Inc.) durante 35 dias.
Se recogieron datos de tiempo de deteccion (TD) cuando los frascos se declararon positivos con el instrumento de
BacT/ALERT®. Los resultados se presentan en la Tabla 2 y las figuras 1A-1C.
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Tabla 2 - Resultados de TD para M. tuberculosis, M. intracellulare y M. avium

Organismo |Complemento ASB Acidos D Desv. TD | TD n° de N° de
grasos | med. | Tip.de | min. | max. | positivos | analizados
TD

Sélo medio Convencional | Sin AG 15,1 0,7 14,3 | 16,0 5 5

EAG AG 15,3 0,5 14,8 | 15,8 5 5

Sin AG 17,0 0,6 16,2 | 17,7 5 5

M. avium 25291

Medio+ CAM |Convencional |Sin AG 18,1 0,9 16,7 | 19,0 5 5

EAG AG 16,8 0,9 15,8 | 17,7 5 5

Sin AG 21,0 0,8 20,3 | 22,0 5 5

Sélo medio Convencional | Sin AG 8,3 0,3 7,8 8,7 5 5

EAG AG 7,9 0,3 75| 8.2 5 5

Sin AG 12,5 0,5 11,7 | 12,8 5 5

M. intracellulare
13950 - ; ;

Medio+CAM |Convencional |Sin AG 18,7 2,7 16,0 | 22,5 5 5

EAG AG 13,8 1,4 11,51 16,0 10 10

Sin AG 24,8 6,1 17,3 | 33,5 10 10

Sélo medio Convencional | Sin AG 19,3 0,4 18,7 | 19,7 5 5

EAG AG 18,7 0,8 17,7 1 19,5 5 5

Sin AG 19,9 0,5 19,3 | 20,3 5 5

MTB 25177

Medio+ CAM |Convencional |Sin AG 25,6 4.0 20,21 31,5 5 5

EAG AG 23,4 0,6 22,3 | 23,8 5 5

Sin AG 27,6 1,8 25,8 | 30,0 5 5

La figura 1A presenta los resultados de TD para Mycobacterium tuberculosis in cultivos que contienen ASB exenta
de AG (EAG) con y sin aporte complementario de acidos grasos de cadena larga. Como se muestra en la figura 1A,
se observé una reduccién en el TD en las muestras que contenian ASB exenta de AG enriquecidas con AG en
comparacién con las muestras que contenian ASB sin aporte complementario de AG.

La figura 1B presenta los resultados de TD para Mycobacterium intracellulare in cultivos que contienen ASB exenta
de AG (EAG) con y sin aporte complementario de acidos grasos de cadena larga. Como se muestra en la figura 1B,
se observé una reduccién en el TD en las muestras que contenian ASB exenta de AG enriquecidas con AG en
comparacién con las muestras que contenian ASB sin aporte complementario de AG.

La figura 1C presenta los resultados de TD para Mycobacterium avium in cultivos que contienen ASB exenta de AG
(EAG) con vy sin aporte complementario de acidos grasos de cadena larga. Como se muestra en la figura 1C, se
observd una reduccién en el TD en las muestras que contenian ASB exenta de AG enriquecidas con AG en
comparacién con las muestras que contenian ASB sin aporte complementario de AG.

Los resultados demostraron una mejora en el TD de M. tuberculosis, M. intracellulare y M. avium en 2 a 2.5 dias en
presencia de complemento antimicrobiano micobacteriano (CAM) y nuevo complemento nutritivo (CN). Como se
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expuso anteriormente en la presente memoria, el nuevo CN comprende ASB exenta de acidos grasos y acidos
grasos de cadena larga enriquecidos.

Ejemplo 2. TD de cepas de micobacterias con y sin a-cetoglutarato

Para mejorar mas el TD de micobacterias, se seleccionaron sustratos y/o cofactores de enzimas productoras de CO,
en las rutas de las células micobacterianas para ulterior estudio, incluidos a-cetoglutarato, iso-citrato, L-malato, acido
oxaloacético, lactato y L-arginina. El nuevo complemento con AG se prepar6 y esterilizd por filtracion como se ha
explicado anteriormente. Se afiadieron los sustratos a diferentes concentraciones en el nuevo complemento.

Se ensayaron cuatro especies de micobacterias a una concentracion de O,5x‘|03 UFC/ml. Se estudio el efecto de
diferentes concentraciones de a-cetoglutarato sobre el crecimiento (como TD de crecimiento) de cultivos de
Mycobacterium av:um Mycobacterium intracellulare y Mycobacterium tuberculosis. Se utilizé un nuevo frasco de
cultivo BacT/ALERT® MP esterilizable en autoclave (como se ha descrito anteriormente en la presente memoria).
Antes de la inoculacion de frascos de cultivo MP con cultivos de micobacterias, se afiadid 0,5 ml de nuevo
complemento con varias cantidades de a-cetoglutarato a los nuevos frascos de cultivo BacT/ALERT® MP. Se
llevaron a cabo asimismo recuentos de colonias utilizando placas de agar-agar Middlebrook 7H10 para comprobar
las concentraciones en el indculo y Ia pureza de los cultivos. Los frascos MP inoculados se cargaron a 35-37°C en el
sistema sin oscilacion BacT/ALERT® 3D durante 35 dias. Se recogleron datos del tiempo de deteccion (TD) cuando
los frascos se declararon positivos con el instrumento BacT/ALERT®.

Los resultados para el TD de la especie de micobacterias clave con la inclusion de dos concentraciones de 5y 15 g/l
de a-cetoglutarato se presentan en la Tabla 3 y la figura 2. La Tabla 3 y la figura 2 demuestran que la adicion de a-
cetoglutarato (5 g/l o 15 g/l) a un medio de cultivo daba lugar a una reduccion aproximada de dos dias en el tiempo
de deteccion (TD) del crecimiento enlos cultivos de Mycobacterium avium, Mycobacterium
intracellulare y Mycobacterium tuberculosis en comparacion con un medio de cultivo que no contiene a-cetoglutarato.

Se llevaron a cabo experimentos similares utilizando diferentes concentraciones de iso-citrato, L-malato, acido
oxaloacético, lactato y L-arginina, sin embargo, a diferencia del a-cetoglutarato, estos otros sustratos no presentaban
una reduccion en TD (datos no mostrados).

Tabla 3 - TD de especies de micobacterias con y sin a-cetoglutarato

Organismo Sustrato TD med. | Desv. Tip.de | TD D n° de n° de
TD min. max. positivos analizados

Sin a-ceto- 15,6 0.2 155 | 158 3 3
glutarato

M. avium 25291 |2 9 de a-ceto- 13,8 1,1 12,7 | 14,8 3 3
glutarato

15gde a-ceto- | 455 13 122 | 148 3 3
glutarato

Sin a-ceto- 116 13 10,7 | 13,0 3 3
glutarato

M. intracellulare 13950 |2 9 dé a-ceto- 9.0 0.3 87 | 92 3 3
glutarato

15gde a-ceto- | g4 0.4 85 | 9.2 3 3

glutarato ’ ’ ’ ’

Sin a-ceto- 15,7 08 148 | 162 3 3
glutarato

MTB 27294 5 g de a-ceto- 14,3 0.8 138 | 152 3 3
glutarato

15gdea-ceto- | 454 0.2 137 | 140 3 3
glutarato
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Ejemplo 3. TD de especies de micobacterias con CAM convencional

Se determind la eficacia del CAM convencional frente al crecimiento de micobacterias estudiando el efecto de seis
farmacos incluidos polimixina B (POLY B), anfotericina B (AMF B), acido nalidixico (AN), trimetoprim (TMP),
Azlocilina (AZL) y Vancomicina (VAN). Estos estudios se llevaron a cabo también para identificar los farmacos y sus
concentraciones que tenian efectos secundarios sobre el crecimiento de micobacterias.

Para el rendimiento del crecimiento, se preparé LR convencional/antiguo y se afiadieron diferentes concentraciones
de seis antimicrobianos. Las concentraciones se seleccionaron como concentraciones 25-50% menores o mayores
que las concentraciones del CAM convencional que son 1.000 unidades/ml de polimixina B (POLY B), 180 ug/ml de
anfotericina B (AMFB), 400 pg/ml de acido nalidixico (AN), 10,5 ug/ml de trimetoprim (TMP), 34 ug/ml de Azlocilina
(AZL) y 5 pg/ml de Vancomicina (VAN).

El crecimiento (como TD de crecimiento) se determind para Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium scrofulaceum y Mycobacterium tuberculosis utilizando azlocilina en el medio de cultivo. La supresion
de gram-positivas, gram-negativas y levadura que podian estar presentes en una muestra de esputo (denominada
flora respiratoria contaminante o FRC) se estudié también en paralelo con las mismas formulaciones (datos no
mostrados).

Para esta evaluacion, se utilizé la formulacion MP convencional o antigua (bioMérieux, Inc.) . Antes de la inoculacion
de frascos de cultivo MP con micobacterias u otros cultivos de bacterias/levaduras, se anadidé 0,5 ml de LR
convencional/antiguo con diferentes farmacos cantidades de a-cetoglutarato a frascos de cultivo BacT/ALERT® MP
convencionales (bioMérieux, Inc.). Los recuentos de colonias se llevaron a cabo también utilizando Middlebrook
7H10 o sangre de oveja o placas con soja y agar-agar tripsinico para comprobar las concentraciones de indculo y la
pureza de los cultivos. Los inoculados frascos MP se cargaron a 35-37°C en el sistema no oscilante
BacT/ALERT® 3D (bioMérieux, Inc.) durante 35 dias para cultivos de micobacterias y hasta 15 dias para otros
cultivos. Se recogieron datos del tiempo de deteccion (TD) cuando los frascos se declararon positivos con el
instrumento BacT/ALERT. Los resultados se presentan en las Tablas 4 -5 y las figuras 3-4.

Como se muestra en la Tabla 4 y la figura 3, la utilizacién de azlocilina en un medio de cultivo tuvo un efecto
negativo sobre el crecimiento (determinado por el TD del crecimiento) de Mycobacterium intracellulare,
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium scrofulaceum y Mycobacterium tuberculosis, en comparacion con un medio
de cultivo que no contenia agentes antimicrobianos.

El crecimiento (como TD de crecimiento) se determiné para Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
scrofulaceum y Mycobacterium tuberculosis utilizando vancomicina en el medio de cultivo.

Como se muestra en la Tabla 5 y la figura 4, la utilizacién de vancomicina en un medio de cultivo tuvo un efecto
negativo sobre el crecimiento (determinado por el TD del crecimiento) de Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
scrofulaceum y Mycobacterium tuberculosis, en comparacion con un medio de cultivo que no contenia agentes
antimicrobianos.

El empleo de otros farmacos en un medio de cultivo no tuvo ningln impacto adverso sobre el crecimiento de
micobacterias (datos no mostrados) incluso a las mayores concentraciones ensayadas. Las mayores
concentraciones de farmacos fueron capaces de suprimir la mayor parte de FRC durante 10-15 dias con algunas
excepciones de gram-negativos (datos no mostrados).
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Tabla 4 - TD de especies de micobacterias en presencia de Azlocilina (AZL)

Organismo Complemento TD Desv. Tip. de TD TD n° de n° de
medio TD min. max. positivos analizados
M. avium 25291 Media+ AZL12 20,1 2,2 17,8 22,8 4,0 4,0
Media+AZL 24 22,2 1,8 20,7 24,3 4,0 4,0
Media+AZL 48 21,2 1,6 19,8 23,0 4,0 4,0
Media sin 18,6 0,9 17,7 19,5 3,0 3,0
farmaco
M. fortuitum 6841 Media+ AZL12 4,0 0,2 3,8 4,2 4,0 4,0
Media+AZL 24 4,2 0,3 3,8 4,5 4,0 4,0
Media+AZL 48 4.1 0,2 3,8 4,3 4,0 4,0
Media sin 3,8 0,3 3,5 4,0 3,0 3,0
farmaco
M. intracellulare Media+ AZL12 16,4 1,1 15,3 18,0 4.0 4.0
13950
Media+AZL 24 19,8 4,7 16,8 26,8 4,0 4,0
Media+AZL 48 20,0 1,1 19,2 20,8 2,0 4,0
Media sin 8,5 0,2 8,3 8,7 3,0 3,0
farmaco
M. kansasii 12478 Media+ AZL12 18,5 1,1 17,7 19,7 3,0 4,0
Media+AZL 24 18,9 1,8 16,5 20,5 4,0 4,0
Media+AZL 48 20,5 #DIV/0! 20,5 20,5 1,0 4,0
Media sin 14,8 1,8 13,0 16,5 3,0 3,0
farmaco
M. scrofulaceum Media+ AZL12 24,2 0,2 24,0 24,3 2,0 4.0
19981
Media+AZL 24 4,0
Media+AZL 48 21,7 #DIV/0! 21,7 21,7 1,0 3,0
Media sin 15,4 0,5 15,0 16,0 3,0 3,0
farmaco
M. tuberculosis Media+ AZL12 15,4 0,8 14,7 16,5 4.0 4.0
27294
Media+AZL 24 16,0 0,9 15,3 17,3 4,0 4,0
Media+AZL 48 15,4 0,5 14,7 15,8 4,0 4,0
Media sin 15,5 0,8 14,7 16,2 3,0 3,0
farmaco
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M. tuberculosis Media+ AZL12 22,4 3,7 17,0 | 24,8 4,0 4,0
2ot Media+AZL 24 23,8 4,2 20,8 | 26,8 2,0 4,0
Media+AZL 48 24,8 0,1 24,7 | 24,8 2,0 4,0
Media sin 23,6 1,3 222 | 24,8 3,0 3,0

farmaco

Tabla 5 - TD de especies de micobacterias en presencia de Vancomicina (VAN)

Organismo Complemento | TD medio | Desv. Tip. | TD min. | TD max. n°de n°de
de TD positivos | analizados
M. avium 25291 Media+VAN 1,75 20,6 2,2 18,5 22,8 3,0 4,0
Media+VAN 3,5 21,2 1,6 19,8 22,7 4,0 4,0
Media+VAN 7 20,6 2,0 18,3 23,2 4,0 4,0
Media sin 19,4 0,4 19,0 19,8 3,0 3,0
farmaco
M. fortuitum 6841 |Media+VAN 1,75 4,7 0,3 4,5 5,2 4,0 4,0
Media+VAN 3,5 4,1 0,3 3,7 4,5 4,0 4,0
Media+VAN 7 4,8 0,5 4,3 53 4,0 4,0
Media sin 4,2 0,3 4,0 4,5 3,0 3,0
farmaco
M. intracellulare 13950 |Media+VAN 1,75 9,4 0,1 9,2 9,5 4,0 4,0
Media+VAN 3,5 9,7 0,3 9,5 10,2 4,0 4,0
Media+VAN 7 10,3 0,7 9,7 11,2 4,0 4,0
Media sin 9,3 0,2 9,2 9,5 3,0 3,0
farmaco
M. kansasii 12478 |Media+VAN 1,75 17,7 0,8 17,0 18,8 4,0 4,0
Media+VAN 3,5 21,5 0,4 21,2 21,8 2,0 4,0
Media+VAN 7 4,0
Media sin 16,5 0,2 16,3 16,7 3,0 3.0
farmaco
M. Media+VAN 1,75 14,2 1,0 12,8 15,3 4,0 4,0
scrofulaceum 19981
Media+VAN 3,5 14,0 1,2 12,2 15,0 4,0 4,0
Media+VAN 7 15,3 - 15,3 15,3 1,0 1,0
Media sin 13,9 0,8 13,2 14,8 3,0 3,0
farmaco
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MTB 25177 Media+VAN 1,75 23,7 0,9 23,0 24,3 2,0 4,0
Media+VAN 3,5 4,0
Media+VAN 7 4,0
Media sin 22,6 08 21,8 23,3 3.0
farmaco

MTB 27294 Media+VAN 1,75 16,3 0,7 15,3 16,8 4,0 4,0
Media+VAN 3,5 16,0 0,6 15,5 16,8 4,0 4,0
Media+VAN 7 18,3 0,9 17,2 19,0 4,0 4,0
Media sin 15,4 1,1 14,7 16,7 3,0 3,0
farmaco

Ejemplo 4. TD de varias especies de micobacterias con varias formulaciones de CAM

Para mejorar el TD de micobacterias, se examiné en varios farmacos su capacidad para suprimir la flora respiratoria
contaminante (FRC). A partir de estas evaluaciones, se considero que la fosfomicina era la mejor eleccion para la
supresion de FRC.

Se llevé a cabo un estudio para determinar la mejor formulacion posible para una nueva mezcla de CAM, se
probaron varias formulaciones que contenian diferentes concentraciones de TMP, AN, FOS y POLY B. Se evaluaron
las siguientes formulas: (1) CN: Nuevo frasco + complemento nutritivo (CN); (2) LR: Frasco MP convencional/antiguo
+ liquido de redisolucion convencional/antiguo; (3) Formula 1: CN+ TMP (30 pg/ml), AN (600 pg/ml), POLY B (1.250
unidades/ml), FOS (600 pg/ml), Anf B (180 ug/ml-Pl o IFU); and (4) Férmula 2: CN+ TMP (30 pg/ml), AN (400 ug/ml-
Pl o IFU), POLY B (1.250 unidades/ml), FOS (600 pg/ml), Anf B (180 ug/ml- Pl o IFU); (5) Férmula 3: CN+ TMP (30
pg/ml), AN (400 pg/mi-Pl o IFU), POLY B (1.500 unidades/ml), FOS (600 pg/ml), Anf B (180 ug/ml- Pl o IFU);
(6) Formula 4: CN+ TMP (30 pg/ml), AN (600 pg/ml), POLY B (1.250 unidades/ml), FOS (600 pg/ml), Anf B (180
pg/mi-Pl o IFU); y (7) Formula 5: CN+ TMP (50 ug/ml), AN (400 ug/mi-Pl o IFU), POLY B (1.250 unidades/ml), FOS
(600 pg/ml), Anf B (180 ug/ml- Pl o IFU); donde TMP es trimetoprim, AN es acido nalidixico, POLY B es polimixina B,
FOS es fosfomicina y Anf B es anfotericina B.

El nuevo complemento que contiene ASB exenta de acidos grasos (EAG), 5 acidos grasos de cadena larga y de a-
cetoglutarato, denominado complemento nutritivo (CN), se preparé y se esterilizo por filtracion como se ha explicado
anteriormente. Para este estudio se utilizd el nuevo frasco de cultivo MP esterilizable en autoclave (como se ha
descrito anteriormente en la presente memoria). La Tabla 6 presenta la composicion del nuevo frasco de cultivo MP
y el complemento nutritivo (CN).

Tabla 6 - Nuevo frasco de cultivo y nuevas formulaciones del complemento nutritivo

'Nuevo frasco de cultivo BacT/ALERT MP Complemento nutritivo (CN)
Frasco de cultivo MP Descripcion del material Cantidad por litro|

‘Materia prima g/l Glicerol 50g !

‘Middlebrook 4.7 Estearato sddico n° 1 0,113 g

‘ Sal sddica del acido miristico n° 2 0,167 g
Palmitato sédico n® 3 0,088 g
Oleato sédico n° 4 0,113 g
Sal sddica del acido linoleico n° 5 0,111g
Albumina de suero bovino (ASB) 210g
Catalasa 0,064 g
Producto de la digestion pancreatica de caseina 2049
Piruvato sédico 2049
Amaranto 0,04 g
a-cetoglutarato 59

18




10

15

20

25

30

35

ES 2578753 T3

Para el nuevo CN, se utilizdé un frasco esterilizable al autoclave o nuevo BacT/ALERT® MP (como se ha descrito
anteriormente en la presente memoria) y para el LR convencional/antiguo, se utilizd el frasco MP
convencional/antiguo (bioMérieux, Inc.). Antes de la inoculacion de los frascos de cultivo MP antiguos o nuevos con
micobacterias u otros cultivos de bacterias o levadura, se anadieron 0,5 ml de complemento nutritivo (nuevo CN) o
0,5 ml de LR convencional o antiguo con diferentes farmacos a una serie de frascos de cultivo BacT/ALERT® MP. EI
CAM convencional (utilizando LR convencional/antiguo) y nuevas férmulas del CAM (utilizando CN) se afiadieron a
la segunda serie de los frascos de cultivo MP. El experimento se llevd a cabo con especies de micobacterias a
O,5x‘|03 UFC/ml y cultivos de FRC a O,5x‘|05 UFC/ml. Los recuentos de colonias se llevaron a cabo también
utilizando Middlebrook 7H10 o sangre de oveja o placas con soja y agar-agar tripsinico para comprobar las
concentraciones de indculo y la pureza de los cultivos. Los frascos MP inoculados se cargaron a 35-37°C en el
sistema no oscilante BacT/ALERT® 3D (bioMérieux, Inc.) durante 35 dias para cultivos de micobacterias y hasta 15
dias para otros cultivos. Se recogieron datos de tiempo de deteccion (TD) cuando los frascos se declararon positivos
con el instrumento de BacT/ALERT®. Los resultados se presentan en la Tabla 7 y las figuras 5A-5F.

Todas las nuevas férmulas del CAM consiguieron mejor supresion de bacterias Gram-negativas en comparacion con
el CAM convencional/antiguo. Hubo crecimiento novedoso de especies de Staphylococcus y Enterococcus con las
nuevas férmulas en comparacién con el CAM convencional/antiguo.

La Tabla 7 y la Figura 5A presentan el TD de M. tuberculosis 18283 con varias formulaciones de CAM. Las 5 nuevas
formulaciones presentaron una mejora en TD en comparacion con la formulacién convencional/antigua del CAM. La
mejora en TD para M. tuberculosis 18283 con la nueva formulacion de CAM fue aproximadamente de 6-8 dias.

La Tabla 7 y la Figura 5B presentan el TD de M. tuberculosis 27294 con varias formulaciones de CAM. Las 5 nuevas
formulaciones presentaron una mejora en TD en comparacion con la formulacién convencional/antigua del CAM. La
mejora en TD para M. tuberculosis 27294 con la nueva formulacién de CAM fue aproximadamente de 3-4 dias.

La Tabla 7 y la figura 5C presentan el TD de M. avium 569 con varias formulaciones del CAM. Las 5 nuevas
formulaciones presentaron una mejora en el TD en comparacion con la formulaciéon convencional/antigua del CAM.
La mejora en TD para M. avium 569 con la nueva formulacion del CAM fue aproximadamente de 6-7 dias.

La Tabla 7 y la figura 5D presentan el TD de M. intracellulare 13950 con varias formulaciones del CAM. Las 5
nuevas formulaciones presentaron una mejora en TD en comparacion con la formulacion convencional/antigua del
CAM. La mejora en TD para M. intacellulare 13950 con la nueva formulacion de CAM fue aproximadamente de 8-9
dias.

La Tabla 7 y la figura 5E presentan el TD de M. scrofulaceum 19981 con varias formulaciones del CAM. Las 5
nuevas formulaciones presentaron una mejora en TD en comparacion con la formulacion convencional/antigua del
CAM. La mejora en TD para M. scrofulaceum 19981 con la nueva formulacion de CAM fue aproximadamente de 6-7
dias. Particularmente, 2 de las 5 muestras analizadas para M. scrofulaceum 19981 no presentaron crecimiento con
la formulacién convencional/antigua del CAM.

La Tabla 7 y la figura 5D presentan el TD de M. kansasii 12478 con varias formulaciones del CAM. Las 5 nuevas
formulaciones presentaron una mejora en TD en comparacion con la formulacién convencional/antigua del CAM. La
deteccion del TD para M. kansasii 12478 fue aproximadamente de 13-14 dias con el CAM nuevo en comparacion
con la falta de crecimiento detectada con la formulacién convencional/antigua del CAM.
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Tabla 7 - TD de varias especies

Organismo LR| Complemento TD Desv. Tip. TD TD n°de n°de
medio de TD min. | max. positivos analizados
1 | CN sin farmacos 9,2 0,5 8,7 9,7 3,0 3,0
M. avium 569 3| CN +férmula 1 9,0 0,6 8,5 10,0 5,0 5,0
4 | CN + férmula 2 9,3 0,6 8,8 10,3 5,0 5,0
5| CN + férmula 3 8,4 0,3 8,0 8,7 5,0 5,0
6 | CN + formula 4 8,5 0,2 8,3 8,8 5,0 5,0
7 | CN +férmula 5 9,2 0,3 8,7 9,5 5,0 5,0
8 | LR sin farmacos 9,4 0,4 9,0 9,7 3,0 3,0
9 |LR+ CAM antiguo| 14,6 0,4 14,3 | 15,0 3,0 3,0
1 | CN sin farmacos 9,2 0,1 9,2 9,3 3,0 3,0
3 | CN +formula 1 9,5 0,3 9,0 9,7 5,0 5,0
4 | CN + férmula 2 9,4 0,1 9,3 9,5 5,0 5,0
M. 5| CN + féormula 3 9,4 0,3 9,0 9,7 5,0 5,0
intracellulare 13950 | 6 | CN +formula4 | 10,0 0,2 97 | 10,3 5,0 5,0
7 | CN+férmula 5 9,2 0,2 9,0 9,5 5,0 5,0
8 | LR sin farmacos 8,1 0,1 8,0 8,2 3,0 3,0
9 |LR+ CAM antiguo| 17,2 1,3 15,8 | 18,2 3,0 3,0
1 | CN sin farmacos 12,3 0,6 1,7 12,8 3,0 3,0
3 | CN+formula 1 13,7 0,3 13,3 | 14,2 5,0 5,0
4 | CN + férmula 2 13,4 0,7 12,7 | 14,3 5,0 5,0
5| CN + féormula 3 13,4 0,5 13,0 | 14,2 5,0 5,0
M. kansasii 12478
6 | CN + formula 4 13,9 0,6 13,2 | 14,8 5,0 5,0
7 | CN+férmula 5 14,0 0,8 13,0 | 153 5,0 5,0
8 | LR sin farmacos 17,3 0,5 16,7 17,7 3,0 3,0
9 |LR+ CAM antiguo 3,0
1 | CN sin farmacos 12,3 0,4 12,0 12,7 3,0 3,0
3 | CN +formula 1 11,0 0,5 10,3 | 11,5 5,0 5,0
4 | CN + férmula 2 11,1 0,1 11,0 | 11,3 5,0 5,0
M. 5| CN +féormula 3 11,1 0,3 10,5 | 11,3 5,0 5,0
scrofulaceum 19981 | 6 | CN +formula4 | 11,3 0,2 112 | 11,5 5,0 5,0
7 | CN+férmula 5 10,8 0,3 10,5 | 11,2 5,0 5,0
8 | LR sin farmacos 12,3 0,2 12,2 12,5 3,0 3,0
9 |LR+ CAM antiguo| 17,5 1,1 16,7 | 18,3 2,0 3,0
1 | CN sin farmacos 9,3 0,1 9,2 9,3 3,0 3,0
3 | CN +formula 1 10,1 0,9 9,2 11,3 5,0 5,0
4 | CN + férmula 2 9,5 0,4 9,0 10,0 5,0 5,0
MTB 18283 5| CN +féormula 3 9,7 0,3 9,5 10,3 5,0 5,0
6 | CN + formula 4 10,8 0,3 10,5 | 11,2 5,0 5,0
7 | CN+férmula 5 10,1 0,6 9,5 10,8 5,0 5,0
8 | LR sin farmacos 1,3 0,5 10,8 1,7 3,0 3,0
9 |LR+ CAM antiguo| 17,5 0,9 16,5 | 18,2 3,0 3,0
MTB 27294 1 | CN sin farmacos 13,6 0,6 13,3 14,3 3,0 3,0
3 | CN +formula 1 12,9 0,1 12,8 | 13,0 5,0 5,0
4 | CN + férmula 2 13,1 0,3 12,7 | 13,5 5,0 5,0
5| CN +féormula 3 13,0 0,3 12,8 | 13,5 5,0 5,0
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Organismo LR| Complemento TD Desv. Tip. TD TD n°de n°de
medio de TD min. | max. positivos analizados
6 | CN +formula 4 13,2 0,4 12,7 | 13,7 5,0 5,0
7 | CN+ férmula 5 12,5 0,3 12,2 | 13,0 5,0 5,0
8 | LR sin farmacos 12,6 0,4 12,2 13,0 3,0 3,0
9 LR+ CAM antiguo| 14,8 0,8 14,0 | 15,5 3,0 3,0

Ejemplo 5. Comparacién de la anterior formulacion del CAM frente a la nueva formulacién del CAM para el TD de
crecimiento del complejo M. tuberculosis

La férmula del nuevo frasco MP, el complemento nutritivo CN y la formula 5 del CAM nuevo se seleccionaron para
experimentacion ulterior. Este estudio se llevd a cabo con cepas del complejo M. tuberculosis
incluidas Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium microtiy Mycobacterium tuberculosis. La
composicion de la férmula 5 era: CN+ TMP (50 pg/ml), AN (400 pug/mi-PI o IFU), POLY B (1.250 unidades/ml), FOS
(600 pg/ml), Anf B (180 pg/ml- Pl o IFU).

Para las nuevas formulas y el CN, se utilizé un nuevo frasco BacT/ALERT® MP esterilizable al autoclave (como se
ha descrito anteriormente en la presente memoria) y para el LR convencional/antiguo, se utilizd el frasco MP
convencional/antiguo (bioMérieux, Inc.). Antes de la inoculacién de los frascos de cultivo MP antiguos o nuevos con
cultivos de micobacterias, se afadieron 0,5 ml de complemento nutritivo (nuevo CN) o 0,5 ml de LR
convencional/antiguo con diferentes farmacos a una serie de frascos de cultivo BacT/ALERT® MP. EI CAM
convencional (utilizando LR convencional/antiguo) y nuevas férmulas de CAM (utilizando CN) se afadieron a la
segunda serie de frascos de cultivo MP.

El inéculo de micobacterias fue de 0,5x‘|03 UFC/ml. Los recuentos de colonias se llevaron a cabo también utilizando
Middlebrook 7H10 o sangre de oveja o placas con soja y agar-agar tripsinico para comprobar las concentraciones de
inoculo y la pureza de los cultivos. Los frascos MP inoculados se cargaron a 35-37 C en el sistema no oscilante
BacT/ALERT® 3D (bioMérieux, Inc.) durante 35 dias para cultivos de micobacterias. Se recogieron datos del tiempo
de deteccion (TD) cuando los frascos se declararon positivos con el instrumento BacT/ALERT.

El crecimiento (como TD de crecimiento) se determind para cepas del complejo M. tuberculosis comparando el LR
convencional/antiguo y CAM (LR + CAM convencional/antiguo) y el nuevo complemento nutritivo y el CAM nuevo
(CN+ CAM nuevo). EI TD se determind para cuatro de cada cinco cepas del complejo M. tuberculosis es
decir Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti y Mycobacterium tuberculosis en LR +
medio de cultivo CAM convencional/antiguo y CN+ medio de cultivo de CAM nuevo. Los resultados se presentan en
la Tabla 8 y la figura 6.

Como se muestra en la Tabla 8 y la figura 6, CN+ CAM nuevo presenta una mejora aproximada de 1-10 dias en el

TD para el crecimiento de la cepa del complejo M. tuberculosis en comparacion con LR + CAM
convencional/antiguo.
Tabla 8 - TD del complejo M. tuberculosis
Organismo Complemento TD medio |Desv. Tip.de| TD min. | TD max. n°de n°de
(dias) TD (dias) (dias) (dias) positivos | analizados

M. CN + férmula 5 14,2 0,3 13,8 14,7 5,0 5,0
africanum 25420 | LR + CAM antiguo 15,5 0,8 14,8 16,3 3,0 3,0
M. bovis 8131 CN + férmula 5 18,4 1,3 17,2 19,7 5,0 5,0

LR + CAM antiguo 20,4 21 18,2 22,3 3,0 3,0
M. microti 19422 |CN + férmula 5 15,0 1,4 12,8 16,3 5,0 5,0

LR + CAM antiguo 16,6 0,3 16,2 16,8 3,0 3,0
MTB 18283 CN + férmula 5 10,1 0,2 9,7 10,2 5,0 5,0

LR + CAM antiguo 20,9 1,8 19,2 22,7 3,0 3,0
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Organismo Complemento TD medio |Desv. Tip.de| TD min. | TD max. n°de n°de
(dias) TD (dias) (dias) (dias) positivos | analizados
MTB 25177 CN + férmula 5 19,9 1,3 18,3 21,2 5,0 5,0
LR + CAM antiguo 32,4 1,6 31,3 34,2 3,0 3,0
MTB 27294 CN + férmula 5 14,1 0,4 13,7 14,7 5,0 5,0
LR + CAM antiguo 16,8 0,5 16,3 17,3 3,0 3,0

Ejemplo 6. Comparacién de la formulacion anterior del CAM frente a la nueva formulacién del CAM para el TD de
crecimiento de micobacterias distintas de tuberculosis (MDDT)

La férmula del nuevo frasco MP, el complemento nutritivo CN y la formula 5 del CAM nuevo se seleccionaron para
experimentacion ulterior. Este estudio se llevd a cabo con cepas de micobacterias distintas de tuberculosis (MDDT)
incluidas Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, ~Mycobacterium kansasiiy Mycobacterium
scrofilaceum. La composicion de la formula 5 era: CN+ TMP (50 pg/ml), AN (400 pug/ml-Pl o IFU), POLY B (1.250
unidades/ml), FOS (600 pg/ml), Anf B (180 pg/ml- Pl o IFU).

Para las nuevas formulas y el nuevo CN, se utilizd un nuevo frasco BacT/ALERT® MP esterilizable al autoclave
(como se ha descrito anteriormente en la presente memoria) y para el LR convencional/antiguo, se utilizé el frasco
MP convencional/antiguo (bioMérieux, Inc.). Antes de la inoculacion de los frascos de cultivo MP antiguos o nuevos
con cultivos de micobacterias, se afadieron 0,5 ml de complemento nutritivo (nuevo CN) o 0,5 ml de LR
convencional/antiguo con diferentes farmacos a una serie de frascos de cultivo BacT/ALERT® MP. EI CAM
convencional (utilizando LR convencional/antiguo) y nuevas férmulas de CAM (utilizando CN) se afadieron a la
segunda serie de frascos de cultivo MP.

El in6culo de micobacterias era de 0,5x‘|03 UFC/ml. Los recuentos de colonias se llevaron a cabo también utilizando
Middlebrook 7H10 o sangre de oveja o placas con soja y agar-agar tripsinico para comprobar las concentraciones de
inoculo y la pureza de los cultivos. Los frascos MP inoculados se cargaron a 35-37°C en el sistema no oscilante
BacT/ALERT3D (bioMérieux, Inc.) durante 35 dias para cultivos de micobacterias. Se recogieron datos de tiempo de
deteccion (TD) cuando los frascos se declararon positivos con el instrumento de BacT/ALERT®. Los resultados se
presentan en la Tabla 9y la figura 7.

Como se muestra en la Tabla 9 y la figura 7, CN + CAM nuevo presenta una mejora aproximada de 1-12 dias en el
TD para las Mycobacteria distintas de tuberculosis en comparacion con LR + CAM convencional/antiguo.

Tabla 9 - TD de micobacterias distintas de tuberculosis (MDDT)

Organismo Complemento | TD medio | Desv. Tip. | TD min. | TD max. n°de n°de
(dias) TD (dias) (dias) (dias) positivos | analizados

M. avium 25291 CN + formula 5 11,8 0,4 1,5 12,5 5,0 5,0
LR + CAM 12,9 0,7 12,3 13,7 3,0 3,0

antiguo
M. avium 569 CN + formula 5 14,2 1,3 12,7 15,7 5,0 5,0
LR + CAM 20,0 1,8 18,7 21,2 2,0 3,0

antiguo
M. intracellulare 13950 |CN + férmula 5 8,6 0,3 8,2 9,0 5,0 5,0
LR + CAM 16,0 0,9 15,0 16,8 3,0 3,0

antiguo
M. intracellulare 644 |CN + férmula 5 13,8 1,0 12,7 14,7 5,0 5,0
LR + CAM 29,9 2,6 28,0 31,7 2,0 3,0

antiguo
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Organismo Complemento | TD medio | Desv. Tip. | TD min. | TD max. n°de n°de
(dias) TD (dias) (dias) (dias) positivos | analizados
M. kansasii 12478 |CN + férmula 5 13,6 0,6 12,8 14,5 5,0 5,0
LR + CAM 31,5 2,6 30,0 34,5 3,0 3,0
antiguo
M. scrofulaceum 19981 |CN + formula 5 10,0 0,3 9,7 10,5 5,0 5,0
LR+CAM 17,9 0,3 17,7 18,2 3,0 3,0
antiguo

Ejemplo 7. Comparacion de la formulacion anterior de CAM frente a dos formulaciones nuevas de CAM con
diferentes concentraciones de FOS para el TD de cepas de M. tuberculosis

La férmula 5 del CAM nuevo se perfecciond6 mas para conseguir mejor supresion de FRC aumentando la
concentracion de FOS desde 600 pg/ml a 800 pg/ml. El estudio siguiente se llevd a cabo con 10 cepas de M.
tuberculosis a 0,5x10> UFC/ml. Diez cepas de M. tuberculosis constaban de cuatro cepas de CDC, cinco cepas
virulentas ATCC y una cepa QC de referencia.

Para las nuevas formulas y el nuevo CN, se utilizd6 un nuevo frasco BacT/ALERT® MP esterilizable al autoclave
(como se ha descrito anteriormente en la presente memoria) y para el LR convencional/antiguo, se utilizé el frasco
MP convencional/antiguo (bioMérieux, Inc.). Antes de la inoculacion de los frascos de cultivo MP antiguos o nuevos
con cultivos de micobacterias, se afiadieron 0,5 ml de complemento nutritivo (nuevo CN) o 05 ml de LR
convencional/antiguo con diferentes farmacos a una serie de frascos de cultivo BacT/ALERT® MP. EI CAM
convencional (utilizando LR convencional/antiguo) y nuevas formulas de CAM (utilizando CN) se afadieron a la
segunda serie de frascos de cultivo MP.

El inéculo de micobacterias fue de 0,5x‘|03 UFC/ml. Los recuentos de colonias se llevaron a cabo también utilizando
Middlebrook 7H10 o sangre de oveja o placas con soja y agar-agar tripsinico para comprobar las concentraciones de
inoculo y la pureza de los cultivos. Los frascos MP inoculados se cargaron a 35-37°C en el sistema no oscilante
BacT/ALERT3D (bioMérieux, Inc.) durante 35 dias para cultivos de micobacterias. Se recogleron datos de tiempo de
deteccion (TD) cuando los frascos se declararon positivos con el instrumento de BacT/ALERT®. Los resultados se
presentan en la Tabla 10.

Como se muestra en la Tabla 10, las nuevas formulas de CAM presentaban una mejora aproximada de 2-8 dias en
el TD para las cepas de M. tuberculosis en comparacion con LR + CAM convencional/antiguo.

Tabla 10 - TD de varias cepas de M. tuberculosis con nuevas formulas de CAM que contienen 600 pg/ml (CAM 5) y
800 pg/ml (férmula 5+ 200 ug/ml de FOS)

Organismo CepalD | Complemento TD Desv. Tip. | TD min. | TD max. n°de n°de
medio de TD (dias) (dias) | positivos | analizados
(dias) (dias)

Mycobacterium CN + formula 5 15,1 0,8 14,0 16,0 5,0 5,0
tuberculosis
2663 |CN + formula| 15,3 0,3 14,8 15,7 5,0 5,0
5+FOS 200
17,9 0,2 17,7 18,3 5,0 5,0

LR+CAM antiguo

CN + férmula 5 17,3 0,5 16,7 18,0 5,0 5,0

2677 |CN + formula| 17,2 0,6 16,5 18,0 5,0 5,0
5+FOS 200

221 0,6 21,3 22,8 5,0 5,0

LR+CAM antiguo
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Organismo CepalD | Complemento TD Desv. Tip. | TD min. | TD max. n°de n°de
medio de TD (dias) (dias) | positivos | analizados
(dias) (dias)

CN + férmula 5 8,9 0,5 8,3 9,6 5,0 5,0

18283 |CN + formula 9,6 0,3 9,0 9,7 5,0 5,0
5+FOS 200

17,0 0,8 16,0 18,2 5,0 5,0

LR+CAM antiguo

CN + férmula 5 13,9 0,7 13,3 14,7 5,0 5,0

18292 |CN + formula| 14,1 0,3 13,7 14,5 5,0 5,0
5+FOS 200

15,8 0,8 15,2 17,2 5,0 5,0

LR+CAM antiguo

CN + férmula 5 16,0 0.4 15,5 16,3 5,0 5,0

25177 |CN + férmula| 16,3 0,8 15,2 17,3 5,0 5,0
5+FOS 200

19,1 0,3 18,8 19,5 5,0 5,0

LR+CAM antiguo

CN + férmula 5 14,1 0.4 13,5 14,5 5,0 5,0

27294 |CN + férmula| 14,5 0,5 13,8 15,2 5,0 5,0
5+FOS 200

16,3 0.4 15,7 16,7 5,0 5,0

LR+CAM antiguo

CN + férmula 5 15,0 0,8 13,7 16,0 5,0 5,0

35822 [CN + foérmula| 15,7 0,3 15,3 16,2 5,0 5,0
5+FOS 200

17,9 0,6 17,2 18,8 5,0 5,0

LR+CAM antiguo

CN + férmula 5 14,8 1,0 13,5 16,3 5,0 5,0

35837 |[CN + foérmula| 15,2 0,2 15,0 15,3 5,0 5,0
5+FOS 200

17,8 0.4 17,2 18,2 5,0 5,0

LR+CAM antiguo

CN + férmula 5 15,5 0,6 14,8 16,2 5,0 5,0

35838 [CN + formula| 15,7 0.4 15,2 16,2 5,0 5,0
5+FOS 200

17,0 0,6 16,2 17,5 5,0 5,0

LR+CAM antiguo

Ejemplo 8. Comparacion de la formulacion anterior de CAM frente a las dos formulaciones nuevas de CAM con
diferentes concentraciones de FOS para la supresion de la flora respiratoria contaminante (FRC)

La férmula 5 del CAM nuevo se perfecciond6 mas para conseguir mejor supresion de FRC aumentando la
concentracion de FOS desde 600 pg/ml a 800 ug/ml. Se determind el crecimiento o la falta de crecimiento (FC) para
varios cultivos de bacterias y levadura gram-positivos o gram-negativos comparando el LR convencional/antiguo y
CAM (LR + CAM convencional/antiguo) y nuevo complemento nutritivo y nuevas formulaciones de CAM CN+ CAM
nuevo). Las nuevas formulaciones de CAM contenian formula 5 + 200 pug/ml de FOS (un total de 800 pg/ml de FOS).
Se analizaron las FRC a O,6X1O4 UFC/ml. Los recuentos de colonias se llevaron a cabo también utilizando sangre de
oveja o placas con soja y agar-agar tripsinico para comprobar las concentraciones de indculo y la pureza de los
cultivos. Los frascos MP inoculados se cargaron a 35-37°C en el sistema no oscilante BacT/ALERT® 3D (bioMérieux,
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Inc.) durante 15 dias para todos los cultivos. Se recogieron datos de tiempo de deteccion (TD) cuando los frascos se
declararon positivos con el instrumento de BacT/ALERT®.

La Tabla 11 demuestra que la nueva formulacion de CAM era una formulacion mejor para suprimir el crecimiento de
FRC en comparacion con la formulacion de CAM convencional/antiguo.

Tabla 11 - Tabla que presenta la supresion de la flora respiratoria contaminante (FRC)

Organismo Cepa ID Complemento Contaminacién novedosa
Candida albicans 11006 CN + formula 5 FC
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo FC
302876 CN + férmula 5 FC
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo 1/5
Enterococcus faecalis 8711 CN + formula 5 5/5
CN + formula 5 + FOS 200 1/5
LR + CAM antiguo FC
8340 (VRE) |CN + férmula 5 5/5
CN+ formula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo 3/5
Klebsiella pneumoniae 109241 CN + férmula 5 FC
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo FC
Pseudomonas aeruginosa 27853 CN + férmula 5 FC
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo 1/5
106159 CN + formula 5 FC
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo FC
Staphylococcus aureus 12535 CN + férmula 5 5/5
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo FC
25923 CN + férmula 5 5/5

25



ES 2578753 T3

Organismo Cepa ID Complemento Contaminacién novedosa
CN + férmula 5 + FOS 200 2/5
LR + CAM antiguo FC
13305 (MRSA)|CN + férmula 5 5/5
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo FC
Staphylococcus epidermidis 7104 CN + férmula 5 5/5
CN + formula 5 + FOS 200 1/5
LR + CAM antiguo FC
Stenotrophomonas maltophilia 13637 CN + férmula 5 FC
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo FC
106259 CN + formula 5 5/5
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo 2/5
Streptococcus oralis 12975 CN + férmula 5 FC
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo FC
Streptococcus pneumoniae 6305 CN + férmula 5 5/5
CN + férmula 5 + FOS 200 FC
LR + CAM antiguo FC
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REIVINDICACIONES

1. Un método para el aumento de crecimiento de micobacterias que comprende afadir a una muestra que se
sospecha que contiene micobacterias a un medio de cultivo que contiene ASB exenta de acidos grasos, un
complemento de acidos grasos que comprende uno o mas acidos grasos de cadena larga, teniendo dichos acidos
grasos 10 o mas atomos de carbono, y un complemento antimicrobiano que comprende uno o mas agentes
antimicrobianos en donde dicho complemento antimicrobiano comprende fosfomicina, y someter el medio de cultivo
a condiciones adecuadas para el cultivo de dichas micobacterias, en donde dicha ASB exenta de acidos grasos y
una o mas de dichos acidos grasos de cadena larga aumentan el crecimiento de dichas micobacterias en
comparacion con el medio de cultivo que no contiene una ASB exenta de acidos grasos y un complemento de acidos
grasos que comprende uno o mas acidos grasos de cadena larga.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde dicho aumento de crecimiento comprende la reduccion del tiempo de
deteccioén del crecimiento de micobacterias en al menos aproximadamente 1 dia.

3. El método de cualquier reivindicacion precedente, en donde dichos acidos grasos se seleccionan del grupo
consistente en acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico, acido linoleico y una de sus sales.

4. El método de cualquier reivindicacion precedente, en donde dicho complemento antimicrobiano comprende uno o
mas antimicrobianos en una cantidad suficiente para inhibir la contaminacién bacteriana, de levadura o micética en
dicho medio de cultivo y en donde una o mas de dichas sustancias antimicrobianas se seleccionan del grupo
consistente en antibiéticos, bacteriostaticos, bactericidas, antibacterianos, antiviricos, antimicéticos, antiprotozoarios
y antiparasitarios y opcionalmente en donde dicho uno o mas antimicrobianos comprende uno o mas antibioticos, y
en donde dicho uno o mas antibiéticos se seleccionan del grupo consistente en polimixina B, vancomicina, azlocilina,
anfotericina B, acido nalidixico y trimetoprim.

5. Un método para el diagnéstico de infecciones producidas por una especie de micobacteria, que comprende las
etapas siguientes: (a) proporcionar un medio de cultivo; (b) afiadir un complemento nutritivo a dicho medio de cultivo,
complemento nutritivo que comprende ASB exenta de acidos grasos y uno o mas acidos grasos de cadena larga,
teniendo dichos acidos grasos 10 o mas atomos de carbono, en donde dicha ASB exenta de acidos grasos y una o
mas de dichos acidos grasos de cadena larga aumentan el crecimiento de dichas micobacterias en comparacion con
el medio de cultivo que no contiene una ASB exenta de acidos grasos y un complemento de acidos grasos que
comprende uno o mas acidos grasos de cadena larga; (c) afadir una muestra para la que debe determinarse la
presencia o ausencia de dicha especie de micobacteria; y (d) analizar en dicho cultivo la presencia de dicha de de
especie micobacteria, en donde un descubrimiento de la presencia de dicha especie de micobacteria indica un
diagndstico positivo de dicha infeccion.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde dichos acidos grasos se seleccionan del grupo consistente en acido
miristico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico, acido linoleico y una de sus sales.

7. El método de las reivindicaciones 5-6, en donde dicho medio de cultivo comprende ademas un complemento
antimicrobiano y en donde dicho complemento antimicrobiano se afiade antes de la adicion de dicha muestra en la
etapa (c) y opcionalmente en donde dicho complemento antimicrobiano comprende uno o mas antibidticos
seleccionados del grupo consistente en polimixina B, vancomicina, azlocilina, anfotericina B, acido nalidixico,
trimetoprim y fosfomicina.

8. Un equipo para detectar el crecimiento de micobacterias en un medio de cultivo, comprendiendo dicho equipo: (1)
un frasco de cultivo que contiene un medio de cultivo basico; (2) un complemento nutritivo que comprende ASB
exenta de acidos grasos y uno o mas acidos grasos de cadena larga, teniendo dichos acidos grasos 10 o mas
atomos de carbono; y (3) un complemento antimicrobiano que comprende uno o mas uno o mas agentes
antimicrobianos para suprimir el crecimiento de la flora respiratoria contaminante en dicho medio de cultivo, en
donde dicha ASB exenta de acidos grasos y una o mas de dichos acidos grasos de cadena larga aumentan el
crecimiento de dichas micobacterias en comparacion con el medio de cultivo que no contiene una ASB exenta de
acidos grasos y un complemento de acidos grasos que comprende uno o mas acidos grasos de cadena larga.

9. El equipo de la reivindicacién 8, en donde dicho aumento de crecimiento comprende la reduccion del tiempo de
deteccioén del crecimiento de micobacterias en al menos aproximadamente 1 dia.

10. El equipo de la reivindicacion 8 o 9, en donde dicho medio de cultivo basico es Middlebrook 7H9 y/o no contiene
componentes térmicamente labiles y preferiblemente en donde dicho frasco de cultivo y dicho medio de cultivo
basico se esterilizan al autoclave.

11. El equipo de las reivindicaciones 8-10, en donde dichos acidos grasos se seleccionan del grupo consistente en
acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico, acido linoleico y una de sus sales.

12. El equipo de las reivindicaciones 8-11, en donde dicho complemento antimicrobiano comprende fosfomicina y
opcionalmente comprende ademas uno o mas antibidticos adicionales seleccionados del grupo consistente en
polimixina B, vancomicina, azlocilina, anfotericina B, acido nalidixico y trimetoprim.
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Fig. 1A

Tiempo de deteccion (TD) de M. tuberculosis 25177
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Fig. 1C
Tiempo de deteccién (TD) de M. avium 25291
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Fig. 5A

Tiempo de deteccion (TD) de M. tuberculosis 18283
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Fig. 5C

Tiempo de deteccién (TD) de M. avium 569
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Fig. 5E

Tiempo de deteccion (TD) de M. scrofulaceum 19381
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