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Concordanciademeétodos parasusceptibilidad antimicrobianaen cepasde
Mycobacterium tuberculosis aisladas en Monteria, Cordoba:
tuboindicadordecrecimiento micobacterianovs.
método delas proporciones multiples
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la concordancia del método manual MGIT AST SIRE (mycobacteria growth indicator tube for
antimicrobial susceptibility testing to isoniazid, rifampin, ethambutol and streptomycin) frente al método de proporciones
multiples (PM) para determinar susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Mycobacterium tuberculosis.

Métodos: Se analizaron 45 cepas de M. tuberculosis aisladas en la ciudad de Monteria, entre 2003 y 2005, para
susceptibilidad a (INH), rifampicina (RMP), etambutol (EMB) y estreptomicina (SM). El anélisis de concordancia del método
MGIT manual vs PM, se realiz6 con la prueba kappa.

Resultados: De las 45 cepas analizadas, 38 tuvieron idéntico resultado con ambos métodos y 7 tuvieron resultados
discordantes. Los porcentajes globales de resistencia a medicamentos antituberculosos de las cepas analizadas por el MGIT
manual y las PM fueron de 33.3% y 31.1%, respectivamente, la MDR fue 5 (11.1%) por PM y de 4 (8.8%) por MGIT manual.
Laconcordancia del MGIT AST SIRE con el PM fue 95.5% para cada una de las drogas analizadas y Kappa global de 0.8374.
En cada antibiotico se encontraron dos cepas discordantes para INH, RIF (un falso resistente y un falso susceptible). En STR
y EMB (dos falsos sensibles). El tiempo promedio de resultado para cualquiera de los antimicrobianos fue 6.5 dias (rango 5-
8 dias) por MGIT, mientras que para PM fue 20 a 25 dias.

Conclusidn: El presente estudio mostré que MGIT manual es concordante con PM, es rapido, sencillo y eficaz, para
determinar la susceptibilidad de cepas de M. tuberculosis.
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Agreement between methods for antimicrobial susceptibility to Mycobacterium tuberculosis strains isolated in
Monteria, Cérdoba: mycobacteria growth indicator tube vs. proportion method

SUMMARY

Objective: To evaluate the agreement of manual MGIT (mycobacteria growth indicator tube for antimicrobial susceptibility
testing to isoniazid, rifampin, ethambutol and streptomycin) for susceptibility testing vs proportion method on Lowenstein-
Jensen (PM) in Mycobacterium tuberculosis strains.

Methods: A total of forty-five isolates of M. tuberculosis were tested for susceptibility to isoniazid (INH), rifampin (RMP),
ethambutol (EMB), and streptomycin (SM). The strains were isolated in Monteria, during 2003 and 2005. The agreement
between the two assays mentioned was estimated by the Kappa test.

Results: There were thirty-eight strains with identical results while 7 had discrepant results with both methods. The overall
resistance to antituberculosis drugs were 33.3%y 31.1% for manual MGIT and PM, respectively. MDR was 5 (11.1%) by PM
and 4 (8.8%) by manual MGIT. The agreement between MGIT AST and PM was 95.5% for all drug tested and overall kappa
value 0.8374. Two discrepancies were found in each drug; with INH and RIF (one false resistant and one false susceptible).
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STR and EMB (two false susceptibles). Turnaround times
were 5 to 8 days (median, 6.5 days) forMGIT and 20 to 25 days
for MP.

Conclusions: These preliminary data show a good level
ofagreement between manual MGIT AST SIRE and MP. Also
MGIT is a rapid, easy and efficient method for the drug
susceptibility testing of M. tuberculosis.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Susceptibility;
Isoniazid; Rifampin; Ethambutol; Streptomycin.

Las cepas de Mycobacterium tuberculosis resis-
tentes a multiples drogas representan un serio problema
de salud publica. La resistencia a las drogas de primera
linea, utilizadas en el esquema de tratamiento estrep-
tomicina (SM), isoniacida (INH), rifampicina (RMP),
etambutol (EMB) (combinacion conocida como SIRE)
hace que los pacientes infectados con esas cepas sean
dificiles de curar y ademas representan un sobrecosto
econdmico-social paralacomunidady los programas de
control'. Por esta razon, es necesario detectar rapida-
mente estos casos antes que diseminen estas cepas.

La emergencia de la tuberculosis multirresistente
(TB-MDR) ha impulsado el desarrollo de métodos mas
rapidos para descubrir tales cepas. El método de las
proporciones multiples es considerado el método de
referencia para pruebas de susceptibilidad, pero requie-
re un minimo de 3 a 4 semanas de incubacion para
obtener resultados. A partir de 1980 se empezd a usar
el sistema radiométrico BACTEC 460 TB en medio
liquido y con buenos resultados en un tiempo entre 5y
6 dias?. Sin embargo, el uso de radiois6topos requiere
equipos especiales y medidas de seguridad en el manejo
de los desechos. Actualmente se encuentran disponi-
bles métodos automatizados no radiométricos como el
BACTEC MGIT 960 y el MGIT AST SIRE manual
(sigla en inglés de mycobacteria growth indicator tube
for antimicrobial susceptibility testing to isoniazid,
rifampin, ethambutol and streptomycin). Sin embargo,
estos métodos estan siendo evaluados por la Food and
Drug Administration (FDA)?. El método MGIT (tubo
indicador de crecimiento micobacteriano de Becton
Dickinson, Maryland, USA) se introdujo en 1995 y se
emplea como método alternativo no radiométrico para
susceptibilidad antimicrobiana de cepas de M. tubercu-
losis. El medio contiene caldo middlebrook 7H9 modi-
ficado y posee un compuesto fluorescente embebido en
silicona en la parte inferior del tubo, el compuesto
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fluorescente es sensible a la presencia de oxigeno
disuelto enel caldo. Laconcentracion inicial del oxigeno
disuelto apaga las emisiones procedentes del compuesto
y se puede detectar muy poca fluorescencia. Los
microorganismos al respirar consumen el oxigeno di-
suelto en el medio lo que permite observar la fluorescen-
cia que es proporcional al nimero de bacterias presen-
tes. La fluorescencia se puede descubrir manualmente
con lampara de Wood a 365 nm de luz ultravioleta®”’.

Estudios preliminares informan que el método MGIT
puede servir para evaluar la susceptibilidad antimicro-
biana*?, permite descubrir cepas MDR en un menor
tiempo y a un menor costo, convirtiéndose en una
alternativa para paises en vias de desarrollo. El objetivo
de este estudio fue analizar la concordancia del método
manual MGIT AST SIRE en cepas de M. tuberculosis
aisladas en la ciudad de Monteria, frente al método de
proporciones multiples.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio. Se realizo un analisis de concor-
dancia del método manual MGIT AST SIRE frente al
método de proporciones multiples en 45 cepas de M.
tuberculosis.

Area geografica. El estudio se hizo entre julio de
2003 yjuliode 2005, en laciudad de Monteria, capital del
departamento de Cordoba, situadaalo largo del rio Sinu,
con una temperatura promedio anual de 30° C y una
humedad de 90%. Monteria esta en la costa Caribe
colombiana a 1,300 km de distancia de la capital de
Colombia, Bogota.

Poblacion de estudio y pacientes. La poblacion de
estudio la constituyeron pacientes con diagnostico clini-
co y microbiologico de tuberculosis (TB) residentes en
la ciudad de Monteria, (350,000 habitantes) donde hay
una prevalencia estimada anual de 4 casos por 10,000
personas, para un total de 140.

Se incluyeron los pacientes con diagnostico clinico,
radiologico y a quienes se les aislo en el cultivo M.
tuberculosis. No se obtuvo informacién acerca del uso
de drogas, consumo de alcohol o antecedentes de fuma-
dor. A cada enfermo se le tomaron datos sociodemo-
graficos y epidemioldgicos como edad, género, proce-
dencia, estado serologico para VIH, fecha de diagnos-
tico, tratamiento previo y contactos con enfermos
tuberculosos. La biisqueda se hizo en coordinacion con
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el personal de salud del programa de tuberculosis del
municipio de Monteria. Por lanaturaleza y tamafio de la
muestra de los pacientes se asumi6 representatividad
frente a la poblacion de estudio.

Obtencion de muestras y su procesamiento. De
los enfermos identificados en los diferentes centros de
salud, mediante busqueda activa de casos durante un
periodo de dos afios, se seleccionaron 45 (16% de la
prevalencia estimada anual) que decidieron participar
de forma voluntaria en el estudio. Los especimenes
fueron esputos de pacientes con tuberculosis pulmonar
y se procesaron en el Instituto de Investigaciones
Biologicas del Tropico de la universidad de Cordoba.
Las muestras se digirieron y descontaminaron con el
método Tickety Ticgson'?. Por bioseguridad, la tincion
de los esputos se llevo a cabo con la coloracion de
Kinyoun. El cultivo se hizo en el medio Lowenstein-
Jensen y se incubd a 37° C durante seis semanas; la
identificacion definitiva tuvo como base la presencia de
bacilos acidorresistentes, lamorfologia de las colonias,
el tiempo de generacion y las pruebas bioquimicas
convencionales como catalasa y niacina. Las cepas se
conservaron a -70° C en glicerol hasta efectuar la
prueba de susceptibilidad.

Prueba de susceptibilidad método de las propor-
ciones multiples. Se utiliz6 el método de Canettietal.!!
para determinar la resistencia a isoniacida (INH),
rifampicina (RIF), etambutol (EMB) y estreptomicina
(SM). Las concentraciones fueron estas: INH, 0.2 pg/
ml; RIF, 40 pg/ml; EMB, 2 ng/ml; STR, 4 pg/ml. Un
microorganismo se definié como resistente si el porcen-
taje de bacilos crecidos eramayor o igual ala proporcion
critica (1%) y susceptible si el porcentaje era menor a
esa proporcion critica. Los resultados de resistencia se
expresaron en porcentaje para cada medicamento.
Como control se empled una cepa ATCC H37Rv. Una
cepa se definid como resistente cuando mostré por lo
menos resistencia a uno de los cuatro medicamentos en
estudio y la multirresistencia se consideré como resis-
tencia a INH y RIF con o sin resistencia a otros
farmacos'?.

Prueba de susceptibilidad método MGIT AST
SIRE MANUAL. Para la preparacion del inoculo se
transfirieron colonias a un tubo estéril con caldo
middlebrook 7H9 que conteniade 8 a 10 perlas de vidrio.
La suspension se homogeneiz6 en vortex. El sobre-
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nadante fue transferido a un segundo tubo estéril y la
turbidez se ajusté al punto 0.5 MacFarland con solucion
salina. Un ml de esta solucion se diluyo en 4 ml de
solucion salina estéril (dilucion 1:5).

En cada tubo MGIT se adicionaron asépticamente
500 pl de suplemento OADC (4cido oleico, dextrosa y
catalasa, Difco Laboratories, Detroit), seguidode 100 ul
delosantibioticos (STR, 0.8 pg/ml; INH, 0.1 pg/ml; RIF,
1.0 pg/mly EMB, 3.5 ng/ml), equivalentes alas concen-
traciones criticas de medicamento recomendadas por el
CDC'3. Poraltimo se inocularon 500 pl de la suspension
1:5 del microorganismo. El medio se incub6a37°Cy se
examind por fluorescencia con lampara de Wood diaria-
mente durante 15 dias. Para considerar una cepa sen-
sible o resistente se tomaron las indicaciones del fabri-
cante; una cepa se catalogd como resistente si el tubo
que contenia el medicamento indicaba desarrollo des-
pués del tercer dia (presencia de fluorescencia) y como
susceptible si no se detectaba fluorescencia hasta el dia
doce después de la inoculacion.

Como control se utilizé una cepa ATCC H37Rv, el
control positivo fue un tubo MGIT sin antibidtico, suple-
mentado con OADC e inoculado con 500 pul de suspen-
sion del microorganismo. El control negativo eraun tubo
MGIT sin indculo bacteriano.

Anélisis de los resultados. Los calculos de sensibi-
lidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) se hicieron con el
programa estadistico EPIDAT version 3.1. Para valo-
rar la concordancia se empleo la prueba Kappa. Inter-
pretacion del valor kappa: pobre, <0.2; aceptable, 0.21-
0.6; bueno, 0.61-0.8; excelente, >0.81'4.

Aspectos éticos. Se siguieron las normas técnicas,
cientificas y administrativas para la investigacion en
salud, del Ministerio de Salud de Colombia, Resolucién
N° 008430 del 4 de octubre de 1993. A lo largo del
estudio siempre se protegio la privacidad e intimidad del
paciente y se identificd con un numero interno. Los
resultados de los analisis se incluyeron en una base de
datos para usarlos de forma andnima mediante la asig-
nacion de un niimero. A todos los sujetos que ingresaron
en lainvestigacion se les explico verbalmente el tipo de
estudio y se obtuvo su consentimiento oral y escrito. El
estudio lo aprobo el Comité de Etica del Instituto de
Investigaciones Biologicas del Tropico de la Universi-
dad de Cordoba.
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Cuadro 1
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Concordancia, sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo del método MGIT manual AST SIRE y PM

Métodos PM Concordancia Sensibilidad Especificidad VPP VPN Kappa
(%) (%) (%) (%)
Antibiéticos S R
INH S 33 1 0.95 90.9 97.1 90.9 97.1 0.8797
R 1 10
RIF S 38 1 0.95 83.3 97.4 83.3 974 0.8077
MGIT R 1 5
EMB S 39 2 0.95 66.7 100.0 100.0 95.1 0.7761
R 4
STR S 38 2 0.95 71.4 100.0 100.0 95.0 0.8085
R 5 KG: 0.8374

INH: Isoniacida; RIF: rifampicina; EMB: etambutol; STR: estreptomicina. PM: método de las proporciones mdltiples. VPP: valor predictivo
positivo; VPN: valor predictivo negativo. KG: Kappa global. Interpretacion del valor de Kappa: pobre: <0.2, aceptable 0.21-0.6, bueno: 0.61-

0.8, excelente: >0.81

RESULTADOS

Laedad de los pacientes tuvo rangos de 14 a 76 anos
conunamediade40 afios. Delos 45 pacientes, 25 (55%)
eran mujeres y 20 (45%) hombres. En dos enfermos
(4.4%) el diagndstico fue positivo para VIH. A todos se
les diagnosticé tuberculosis pulmonar; la baciloscopia
fue positiva para 38 (85%); en los 7 restantes el diag-
nostico se hizo con radiologia y cultivo. Se encontrd
evidencia de historia previa de tuberculosis en 7 pacien-
tes, que habian sido tratados antes (se desconoce la
terapia previa querecibieron), 5 mostraban algun tipo de
resistencia y 3 de ellos presentaron cepas MDR.

De las 45 cepas analizadas 38 mostraron idéntico
resultado con ambos métodos y 7 tuvieron resultados
discordantes; 29 cepas fueron susceptibles y 16 presen-
taron resistencia a algin medicamento por ambos mé-
todos. Los porcentajes globales de resistenciaamedica-
mentos antituberculosos de las cepas analizadas por el
MGIT manual y las PM fueron 33.3% y 31.1%, respec-
tivamente. E1 PM mostré 5 (11.1%) cepas MDR mien-
tras que MGIT manual detect6 4 (8.8%). La concordan-
cia del MGIT AST SIRE con el PM fue 95.5% para
cada uno de los medicamentos analizados en el Cuadro
1, se observan la concordancia, la sensibilidad, la espe-
cificidad, los valores predictivo positivo y predictivo
negativo del método MGIT manual AST SIRE y PM.
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Losresultados de susceptibilidad para cada antibio-

tico fueron:

Isoniacida: por ambos métodos 12 cepas fueron
resistentes y 33 susceptibles; dos cepas fueron dis-
cordantes, una resistente por MGIT (VPP=90.9%)
susceptible por PM falso resistente, mientras que
otra cepa fue susceptible por MGIT (VP=97.1%)
resistente por PM falso susceptible. El analisis de la
concordancia mostr6 valores Kappa de 0.8797 (IC
95%:0.7170-1.000).

Rifampicina: por ambos métodos 6 cepas fueron
resistentes y 39 susceptibles; dos cepas fueron dis-
cordantes, un falso resistente (VPP=83.3%) y un
falso susceptible (VPN=97.4%). Conun valor Kappa
0.8077 (IC 95%: 0.5499-1.000).

Etambutol: por ambos métodos 6 cepas fueron
resistentes y 39 susceptibles; dos cepas fueron dis-
cordantes, resistentes por PM y susceptibles en el
MGIT manual, falsos susceptible VPP=100% y
VPN 95.1%. Con valor Kappa 0.7761 (IC 95%:
0.4805-1.000).

Estreptomicina: por ambos métodos 7 cepas fue-
ron resistentes y 38 susceptibles; al igual que en
EMB dos cepas fueron discordantes, falsos suscep-
tibles VPP=100%; VPN 95.0%. Valor Kappa 0.8085
(IC 95%: 0.5539-1.000).

El tiempo de resultado para MGIT AST SIRE vario
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Cuadro 2
Estudios previos de susceptibilidad antimicrobiana con el sistema manual MGIT AST SIRE

Referencia Cepas estudiadas Método de referencia % concordancia

(n) IHN RIF EMB STR
Palomino et al.” 1999 101 PM 100.0 98.0 99.0 91.0
Macondo et al.” 2000 70 PM y Middlebrook 7H10 97.1 100.0 942 914
Telles et al.*® 2002 100 PM y método resistencia radio 100.0 98.0 no no
Koskela et al.# 2003 36 BACTEC460 97.0 100.0 64.0 72.0
Mengatto et al.'® 2006 64 PM 97.0 100.0 no  no
Fegou et al.?* 2006 88 PM 84.1 93.2 90.9 84.0
Estudio actual 2006 45 PM 95.5 955 955 0955

INH: Isoniacida; RIF: rifampicina; EMB: etambutol; STR: estreptomicina. PM: método de las proporciones mdltiples.

de acuerdo con la susceptibilidad de la cepa. En los
aislados susceptibles el tiempo promedio fue 6.5 dias
(rango 5-8 dias) para cualquiera de los medicamentos.
En las cepas resistentes fue 5 dias (rango 3-7 dias) a
cualquier medicamento. El tiempo de resultado para el
PM estuvo entre 28 y 42 dias.

DISCUSION

Laresistencia a los medicamentos antituberculosos
constituye una amenaza para el control de la enferme-
dad, particularmente en aquellas areas donde la estrate-
gia TAES (tratamiento acortado estrictamente supervi-
sado) no se ha puesto en ejecucion de manera adecua-
da. Por lo general en Colombia y en Cérdoba no se
realizan pruebas de susceptibilidad alos aislamientos de
M. tuberculosis, pues ese estudio se reserva para
casos de fallas terapéuticas, recurrencias y TB extra-
pulmonar.

Los porcentajes de resistencia global en el presente
trabajo; PM de 31.1% y MGIT de 33.3% son elevados
si se comparan con los del ultimo estudio nacional de
resistencia de M. tuberculosis donde informan cifras
deresistencia global de20.7%. Sin embargo, los porcen-
tajes de MDR; PM de 11.1% y MGIT 8.8% son simi-
lares alos que se comunicaron en el estudio de vigilancia
donde 1la MDR fue 9.6%".

Recientemente con el MGIT manual se inform6 una
buena correlacion con los métodos de referencia para
susceptibilidad a M. tuberculosis*”-!7-2* (Cuadro 2). En
este estudio 38 cepas tuvieron idéntico resultado y 7
fueron discordantes, una de las discordantes lo fue para

dos antibidticos, aun asi el MGIT manual tuvo un buen
desarrollo para las cuatro drogas de primera linea con
valores de concordancia de 95.5% y un valor Kappa
global de 0.8374. Con respecto a las cepas de los
pacientes tratados antes, s6lo cuatro presentaron algun
tipo de resistencia; de ellos tres fueron MDR por PM,
mientras que el MGIT manual detect6 dos cepas MDR.

EIMGIT manual constituye una buena alternativaen
el diagnostico de cepas MDR como lo mencionan otros
autores”*!%1° En este estudio el MGIT manual mostro
una concordancia de 97.8% y una especificidad de
100% para cepas MDR. Sin embargo, existen ligeras
discrepancias en la sensibilidad obtenida, 80%. Esta
discrepanciaen la sensibilidad se debe al bajo nimero de
cepas MDR detectadas por PM (5 cepas) y a que el
MGIT manual s6lo fallé en descubrir una de las cepas
MDR.

El MGIT manual ha presentado resultados discre-
pantes en EMB y STR pero especialmente EMB. La
sensibilidad obtenida para EMB y STR en el presente
estudio fue 66.7% y 71.4%, respectivamente, otros
estudios informan discrepancias en EMB y STR*%7.
Estas discrepancias quiza se deben a diversos factores
como heterorresistencia, naturaleza bacteriostatica, la
reducida actividad de la droga en medios de cultivo, los
diferentes periodos de incubacion en el MGIT manual y
el método de las proporciones, que se puede asociar con
las distintas fases de degradacion del antibidtico y el
estrecho margen entre la concentracién minima inhibi-
toria (MIC) de las cepas susceptibles y resistentes, es
decir que el punto de corte esta cerca de la MIC entre
susceptibilidad y resistencia'®?!.
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Sibien el BACTEC 460 es el método mejor validado
para pruebas de susceptibilidad de M. tuberculosis y el
que se toma como referencia a nivel mundial’, requiere
equipos costosos que no se encuentran disponibles en
ciudades como Monteria. El método MGIT manual se
convierte en una alternativa aceptable y valida en la
realizacion de una pruebarapida de susceptibilidad para
M. tuberculosis, pues no se requiere instrumentacion
especial y solo es necesario una lampara de luz ultra-
violeta's. El MGIT manual constituye una alternativa
rapida en el diagnostico de cepas MDR, ademas es sim-
ple y facil de utilizar, es una alternativa costo efectiva
para un aislamiento mas rapido de micobacterias en
laboratorios, comparado con el sistema altamente cos-
toso de BACTEC 46072, debido a que no necesita mate-
riales radioactivos ni equipos costosos, lo que podria su-
gerir suuso en los laboratorios de microbiologia clinica.

También se sabe que la susceptibilidad a las drogas
para M. tuberculosis es mas rapida en medios liquidos
que en medios solidos®!>1¢, El tiempo de resultados
para MGIT AST SIRE en este estudio fue 6.5 dias,
comparado con los 21 dias del método de las proporcio-
nes. Otros trabajos previos!® informaron datos simila-
res. El corto tiempo en la deteccion de resistencia evi-
taria malos esquemas de tratamiento, por lo que se
ahorrarian costos de re-tratamiento, pues hay farmacos
de segunda eleccion que tienen un alto costo (capreo-
micina, kanamicina, cicloserina) y en general un dia de
re-tratamiento cuesta alrededor de 50 dolares, mientras
queun dia de tratamiento con farmacos de primera linea
(INH, RIF, ETM, PAZ) tiene apenas un costo de medio
centavo de dolar.

En conclusion, aunque el tamafio de la muestra
analizada es pequeflo, el presente trabajo preliminar
indica que el sistema MGIT AST SIRE tuvo una buena
concordancia con el método de las proporciones multi-
ples en la determinacion de la susceptibilidad a las
drogas de primera linea para M. tuberculosis.
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