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Evaluacion comparativa del método automatizado

BACTEC MGIT 960 con el método de las proporciones

para determinar susceptibilidad a drogas
antituberculosas en Chile
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COMPARATIVE EVALUATION OF AUTOMATED BACTEC MGIT 960
FOR TESTING SUSCEPTIBILITY OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
TO ANTITUBERCULOUS DRUGS IN CHILE

The automated BACTEC MGIT 960 system was compared with the method of
proportion (MP) for testing susceptibility of Mycobacterium tuberculosis to
antituberculous drugs. 275 strains of M. tuberculosis isolated in Chile from 270
patients between 2001 and 2003 were tested. Concordance of BACTEC MGIT 960
with MP depending on the antituberculous drug tested was the following: 97.0% for
streptomycin, 98,9% for rifampicin, 97,4% for isoniazid and 98,1% for ethambutol.
Total resistance to antituberculous drugs of the 275 strains of M. tuberculosis fested
varied from 20.4 % assessed by MP to 25.1% evaluated by BACTEC MGIT 960.
These differences were not significant (p: ns; t test). BACTEC MGIT 960 yielded
17 strains as resistant. These same 17 strains were detected as sensitives by MP.
Therefore, BACTED MGIT overestimates the number of resistant strains. In our
study BACTEC MGIT 960 showed a very good concordance with MP and besides
it allowed to get the results in a much shorter period of time than MP. Additional
analysis are needed to know the factors envolved in BACTED MGIT overestimation
of resistant strains

Key words: BACTEC MGIT ; method of proportion; Mycobacterium tubercu-
losis; resistance; antituberculous drugs

RESUMEN

Se compars el método automatizado BACTEC MGIT 960 con el método de las
proporciones (MP) para la determinacion de la susceptibilidad a drogas anti
tuberculosas de 275 cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de 270 pacientes
en Chile entre 2001 y 2003. La concordancia del BACTEC MGIT 960 con el MP
seguin las drogas estudiadas fue de: 97,0% para estreptomicina, 98,9% para
rifampicina, 97,4% para isoniazida 'y 98,1% para etambutol. Los porcentajes globales
de resistencia a drogas anti-TBC de las 275 cepas de M. tuberculosis estudiadas,
determinados por el BACTEC MGIT960 y el MP fueron de 25,1% y 20,4% respecti-
vamente. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa. El BACTEC MGIT
960 dié como resistentes 17 cepas que fueron sensibles por el MP, sobrestimdndose
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por este método la informacién de cepas resistentes. El BACTEC MGIT 960 en
nuestra experiencia presenté una miy buena concordancia con el MP permitiendo
un notable acortamiento en el tiempo de obtencién de los resultados. Sin embargo,
la mayor determinacion de cepas resistentes por parte de este método requiere de
nuevos andlisis que permitan conocer los factores que inciden en este fenomeno.

Palabras clave: BACTEC MGIT; método de las proporciones; Mycobacterium
tuberculosis; resistencia; drogas antituberculosas.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TBC) persiste como proble-
ma de salud piiblica a nivel mundial. En 1993, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) esta-
bleci6 que la TBC era una emergencia global'.

En 2002 se diagnosticaron en Chile 3.016
casos nuevos de TBC de los cuales, 1.401 fue-
ron tuberculosis pulmonares con baciloscopia
positiva. Sin embargo, la enfermedad ha experi-
mentado una disminucién de sus tasas de
morbilidad estimandose que para 2008-2010 se
podria alcanzar el umbral de eliminacién avan-
zada, es decir, tasas menores a 10 x 10° habi-
tantes?.

Mediante el uso del método de las proporcio-
nes (MP) de Canetti, Rist y Grosset® se pudo
determinar que en Chile en 2001 la resistencia
inicial de M. tuberculosis a drogas anti-TBC
fue de 10,8%; la multirresistencia (resistencia a
isoniacida y rifampicina a la vez, con o sin re-
sistencia simultidnea a otras drogas esenciales)
fue de 0,7%, y la resistencia global adquirida de
20,5%*.

El MP es considerado el método de referen-
cia para estudios de resistencia inicial y secun-
daria a drogas anti-TBC, asi como para deter-
minar la susceptibilidad rutinaria de cepas de
micobacterias que por norma lo requieren®. Es
altamente reproducible, de elevada correlacién
clinica y de bajo costo. Su desventaja principal
radica en la demora en la obtencién de resulta-
dos: 60 a 90 dfas a partir de aislamientos prima-
rios de M. tuberculosis y 28 dias después de la
obtencién de primocultivos®.

Contar con métodos rdpidos de determina-
cién de la susceptibilidad a drogas anti-TBC es
muy importante ya que permitirfa cambiar el
tratamiento y se podria disminuir la probabilidad
de contagio de la poblacién por cepas resisten-
tes’. Han sido publicadas® varias evaluaciones de
estudios de susceptibilidad no automatizados
usando el medio de cultivo MGIT (Mycobacterial
Growth Indicator Tube) del laboratorio BBL.
En cambio, son escasas las publicaciones que
usan este medio de cultivo y una metodologia
automatizada’.
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El método de cultivo bacterioldgico automa-
tizado BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument System, Inc.) permite ob-
tener resultados de pruebas de susceptibilidad a
drogas anti-TBC en un menor tiempo que el MP
aunque, su implementacién y uso es de mayor
costo. A diferencia del BACTEC MGIT 460, el
BACTEC MGIT 960 no ha sido ampliamente
evaluado y presenta la ventaja considerable de
ser un método no radioactivo’.

El objetivo de este estudio fue evaluar el ren-
dimiento comparativo del BACTEC MGIT 960
automatizado con el MP para determinar la sus-
ceptibilidad a drogas anti-TBC de 275 cepas de
M. tuberculosis aisladas en Chile entre 2001 y
2003.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 275 cepas de M. tuberculosis,
77 correspondieron a cepas aisladas de pacien-
tes antes tratados (recaidas y abandonos) y con-
troles de tratamiento de mds de cuatro meses
(sospecha de fracaso) y 198 a pacientes virge-
nes de tratamiento. Del total de cepas estudia-
das, 230 se aislaron de muestras pulmonares,
36 de extrapulmonares (orina, contenido géstri-
co, lavado broncoalveolar, etc) y en 9 no se
especificé su procedencia.

Los primocultivos efectuados en medio de
Lowenstein-Jensen (L-J) fueron recolectadas por
la red Nacional de Laboratorios de TBC y envia-
dos a la seccién Micobacterias del Instituto de
Salud Piblica de Chile entre 2001 y 2003. Las
cepas H37RV y Sald (aislada en Chile de un
paciente autdctono) se usaron como cepas de
referencia para el MP

Las siguientes concentraciones criticas de dro-
gas: estreptomicina (S) 4,0 pg/ml, isoniacida (H)
0,2 pg/ml, rifampicina (R) 40,0 pug/ml etambutol
(B) 2,0 pg/se usaron en el MP?. Con el método
automatizado BACTEC MGIT 960 las concen-
traciones criticas y altas fueron: S, 1,0 y 4,0
pg/ml; H, 0,1 y 0,4 ug/ml; R, 1,0 pug/ml; E, 5,0
y 7,5 pg/ml de acuerdo a lo descrito en el ma-
nual de instrucciones'®.
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Se prepararon indculos de micobacterias to-
mando con asa colonias del primocultivo las
que se transfirieron a un tubo de 17 x 100 mm
que contenia aproximadamente 30 perlas de vi-
drio de 4 mm de didmetro previamente humede-
cidas. Se homogeneizé la suspensién bacilar en
vortex y se agregé dos veces 0,5 ml de agua
destilada estéril, agitdndola. Finalmente se adi-
cion6 1 ml de agua destilada. Este preparado
constituy6 la suspensién madre para el estudio
de susceptibilidad. Se ajust6 la turbidez de las
suspensiones bacilares a un patrén McFarland
0,5 en nefelémetro. Este indculo se usé en am-
bos métodos.

La lectura de los estudios de susceptibilidad
del MP se efectué a los 28 dfas.

El método BACTEC MGIT 960 se procesé
siguiendo las instrucciones del fabricante!®, El
instrumento entrega resultados automéaticamente.
utilizando un algoritmo que compara el creci-
miento micobacteriano en el tubo que contiene
antibidtico con el del tubo control e informa un
resultado de sensibilidad o resistencia para cada
droga anti-TBC.

La presencia de contaminacién bacteriana en
las suspensiones de las cepas de M. tuberculo-
sis se verificd mediante cultivo de 0,15 ml de
€stas, en placas de agar sangre.

El célculo de la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) se realizé de acuerdo a lo des-
crito por Gwet!'!,

' RESULTADOS

La concordancia del BACTEC MGIT 960 con
el MP segiin las drogas estudiadas fue de: 97,0%
para S; 98,9% para R; 97,4% para H y 98,1%
para E.

En la Tabla 1 se resume la sensibilidad, espe-
cificidad, VPP y VPN del método BACTEC
MGIT 960 para las cuatro drogas de tratamien-
to anti-TBC de primera linea. Se puede observar
que 3, 3,6 y 5 cepas fueron informadas como
resistentes por el BACTEC MGIT 960 y sensi-
bles por el MP para S, R, H y E respectivamen-
te. Discordancia inversa, es decir susceptibles
por el BACTEC MGIT 960 y resistentes por el
MP se observé sélo para S con cuatro cepas.
La sensibilidad comparativa del BACTEC MGIT
960 con el MP fue de 100% excepto para S
(83,3%) y la especificidad vari6 entre 97,6 y
98,9%. El menor VPP del BACTEC MGIT 960
se obtuvo en el estudio de la susceptibilidad de
las cepas a E (44,4%) y el mayor fue para S
(87,0%). Los VPN fueron de 100% con excep-
cién de S que alcanzé el 98,4%.

Los porcentajes globales de resistencia a dro-
gas anti-TBC de las 275 cepas de M. tuberculo-
sis estudiadas y determinados por el BACTEC
MGIT960 y el MP fueron de 25,1% y 20,4%
respectivamente. Esta diferencia no fue estadis-
ticamente significativa al calcular el t de Student
(t = 1,05 < 1,96 con 123 grados de libertad,
p = 0,148).

Tabla 1. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo del método BACTEC
MGIT 960 para estudio de susceptibilidad a drogas anti-TBC de 275 cepas de Mycobacterium tuberculosis

BACTEC MGIT 960
Droga* Método de las Cepas Cepas %o % vpep VPN
Proporciones  resistentes susceptibles  sensibilidad especificidad

(n) (n)

S Resistente 20 4 833 98,8 87,0 98,4
Susceptible 3 248

R Resistente 5 0 100,0 98,9 62,5 100,0
Susceptible 3 267

H Resistente 23 0 100,0 97,6 79,3 100,0
Susceptible 6 246

E Resistente 4 0 100,0 98,2 44.4 100,0
Susceptible 5 266

* S: estreptomicina, R: rifampicina, H: isoniacida, E: etambutol

VPP: Valor predictivo positivo.
VPN: Valor predictivo negativo.

141



Susceptibilidad a drogas anti TBC: BACTEC MGIT 960 vs método de las proporciones - S. Piffardi F. et. al.

Tabla 2. Tiempo empleado en realizar la prueba de susceptibilidad sola y asociada a crecimiento previo de
275 cepas de M. tuberculosis mediante BACTEC MGIT 960

Tiempo (dias)

Prueba de Susceptibilidad

Crecimiento y Susceptibilidad

n % n %o
3-5 9 3,3 0 0,0
6-10 262 95,2 31 11,3
11-15 4 1,5 225 81,8
16-18 0 0,0 19 6,9

En la Tabla 2 se muestra el tiempo en dias
que se requiri6 para obtener los resultados de
los estudios de susceptibilidad de las 275 cepas
de M. tuberculosis mediante el BACTEC MGIT
960. Se puede apreciar que el 95,2% de los
estudios demoré entre 6 y 10 dias y cuando se
adicioné el tiempo requerido para hacer crecer
inicialmente las cepas de los primocultivos, el
81,8% demor6 de 11 a 15 dias.

Contaminacién bacteriana se observé en ocho
inéculos (tres en ambos métodos, cuatro solo
en el BACTEC MGIT 960 y uno solamente en
el MP). Estos estudios de susceptibilidad no fue-
ron considerados en el andlisis.

DISCUSION

El aumento a nivel mundial de casos de TBC
producidos por cepas multirresistentes asi como
la necesidad de contar con resultados répidos
de pruebas de susceptibilidad para drogas anti
TBC ha incentivado la investigacién de nuevos
métodos de cultivo. En comparacién con el cul-
tivo tradicional en medios de L-J, el método
BACTEC MGIT 960 ha mostrado buena sensi-
bilidad, acortando el tiempo de deteccién de cre-
cimiento micobacteriano a partir de muestras
clinicas®’. Por otra parte, existen escasas publi-
caciones sobre el uso de este método automati-
zado para determinar la susceptibilidad a drogas
anti-TBC de cepas de M. tuberculosis. Tortoli
y colaboradores’ compararon el rendimiento del
BACTEC MGIT 960 con el método radiométrico
BACTEC 460TB estudiando 133 cepas y obser-
varon una concordancia de 96,7%. En dicho
estudio, el BACTEC MGIT 960 determiné un
mayor nimero de cepas resistentes que el
BACTEC 460TB. En nuestro trabajo también el
BACTEC MGIT 960 detect6 resistencia en 17
cepas que fueron sensibles por el MP y 4 con
discordancia inversa solo a estreptomicina, so-
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brestimandose la informacién de cepas resisten-
tes, aunque la diferencia de los porcentajes
globales de resistencia entre ambos métodos no
fue estadisticamente significativa.

En resumen, el BACTEC MGIT 960 en nues-
tra experiencia presenté una muy buena con-
cordancia con el MP en la determinacién de la
susceptibilidad a las drogas anti-TBC estudia-
das, permitiendo un notable acortamiento en el
tiempo de obtencién de los resultados. Sin em-
bargo, el hecho que el BACTEC MGIT 960
haya informado un mayor nimero de cepas re-
sistentes que el MP requiere de nuevos analisis
que permitan conocer los factores que produ-
cen este hecho.
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