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Introduccion

El estandar de oro para evaluar infeccidn por microorganismos patégenos es la
verificaciébn de su presencia en la muestra biol6gica. No obstante, su visualizacién
gqueda limitada al evento de muestras en que se encuentran en cantidad suficiente, o a
su posterior identificacion en cultivos realizados a partir de la muestra original. En este
ultimo caso, los tiempos de espera para la confirmacion de la infeccidon oscilan entre
48 hs y 60 dias, dependiendo del tiempo de duplicacién del patdgeno en particular. Por
ello, rutinariamente se utilizan métodos indirectos de bajo costo de diagndstico de
infecciones, comunmente basados en la deteccidn de anticuerpos especificos, por
ejemplo, por medio de enzimo inmunoensayos, ELISA. Sin embargo, no siempre es
atil esta estrategia por cuanto la presencia de anticuerpos puede deberse a
infecciones pasadas 0 a procesos de inmunizacién programados como la vacunacion.
Es posible entonces apelar a métodos mas onerosos, como la reaccién en cadena de
la polimerasa, PCR, que permiten el diagnostico de la infeccion por identificacion de
fragmentos especificos de ADN del patdgeno, tras su amplificacion. No obstante, estos
métodos requieren de reactivos que pueden no ser amigables con el medio, ademas
del elevado costo por determinacion.

En este trabajo se presenta un método alternativo sencillo y econémico que
permite evidenciar la viabilidad o no de microorganismos, lo cual puede considerarse
un indicativo indirecto de infeccién activa. Para ello, se propone evaluar por métodos
espectrofotométricos multienziméticos de alta sensibilidad el consumo de alguno de
los nutrientes utilizados en medios de cultivo. No obstante, para lograr la especificidad
respecto del microorganismo que consume el nutriente, es preciso recurrir a otras
estrategias microbioldgicas. Se han propuesto formatos en los que se utilizan virus que
infectan especificamente al patégeno, denominados bacteriéfagos o simplemente
fagos, ocasionandole finalmente su lisis cuando liberan su progenie. En este trabajo,
se lleva a cabo una prueba de concepto siguiendo un procedimiento similar al descrito
para evaluar resistencia de microorganismos a drogas [1]. Para ello, en medios
extremadamente complejos como un medio de cultivo conteniendo un microorganismo
modelo, se procuré cuantificar la concentracibn remanente de nutrientes ante la
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presencia y ausencia de un fago capaz de infectarle especificamente. En caso de
verificarse la disminucion de la concentracion de tal nutriente, se inferira que en la
muestra so6lo hay microorganismos viables. Siguiendo con el razonamiento planteado,
la hipétesis de trabajo es que, a partir del in6culo de una muestra problema, si se
verifica el consumo de nutriente ante la presencia del fago especifico, significaria que
no se ha ocasionado lisis de los microorganismos, lo cual estara indicando de modo
indirecto, la ausencia del patdgeno buscado que, de haber estado presente, debiera
haber sufrido lisis y no podria haber consumido el nutriente.

Materiales y métodos

Se trabajo con microorganismos no infectivos modelo, como ser cepas de
Mycobacterium smegmatis mc? 155, utilizando el bacteri6fago D29 como elemento
infectivo especifico. Se realizaron incubaciones en paralelo de 3 tipos de suspensiones
conteniendo: A) medio de cultivo con nutriente, con microorganismo y con fago litico;
B) medio de cultivo con nutriente, con microorganismo y sin fago litico; C) medio de
cultivo con nutriente, sin microorganismo ni fago litico. Se utilizé un kit multienzimatico
comercial, actualmente utilizado en la determinacion de triglicéridos, para cuantificar la
fuente de energia de la que se nutre el microorganismo. Las lecturas de absorbancia
del producto se efectuaron con un espectrofotdmetro Beckman DU 640.

Resultados y discusion

Se realizaron las determinaciones analiticas pertinentes para cuantificar el
nutriente. La curva de calibrado obtenida presentd linealidad en el rango 0,016 mM —
0,190 mM. En cuanto a cifras de mérito, la sensibilidad del método resulté ser 11,5
mM™, el limite de deteccién 5,2 uM y el limite de cuantificacién 16 pM. Cuando se
realizaron incubaciones del medio de cultivo adicionado del nutriente, con D29 y M.
smegmatis mc® 155 (medio A), pudo verificarse que practicamente no hubo
disminucién de concentracion de analito, ya que los valores de concentracién hallados
no difirieron estadisticamente de los valores obtenidos al cuantificarlo en medios
conteniendo sélo el aditamento del nutriente (medio C). Cuando se incub6 el medio de
cultivo adicionado de nutriente ante la presencia de mc? 155 (medio B), se pudo
corroborar una disminucién significativa en la concentracion del analito, indicando que
fue consumido por el microorganismo, el que en consecuencia era viable.

Conclusiones

Las pruebas de concepto efectuadas con microorganismos modelo, permitieron
verificar la hipotesis planteada. Asi, por medio de la cuantificacién del nutriente tras la
incubacion del medio de cultivo con bacterias, se evidencié indirectamente su
viabilidad. La disminucion de la concentracién de analito, estimada por un método
espectrofotométrico de alta sensibilidad, coincidié con la incubaciéon de bacterias no
infectadas, mientras que cuando las bacterias fueron infectadas con un fago litico, el
nutriente se mantuvo en los mismos ordenes de concentracion que el blanco.
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