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alternativos para el diagndstico
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Resumen

Objetivos: el uso de nuevos métodos que pro-
porcionen rapidez al diagndstico es necesario
en laboratorios que hacen diagnéstico de tu-
berculosis y no poseen recursos para el uso de
tecnologia costosa. Nuestro objetivo fue eva-
luar MGIT (mycobacterial growth indicator tube)
comparativamente con el cultivo en Ogawa-
Kudoh (OK) y el cultivo en agar de capa delga-
da (CD) para el diagnoéstico de tuberculosis.
Materiales y métodos: se procesaron 218
muestras de esputo en 1 afio, en pacientes con
diagnéstico clinico de tuberculosis. Todas las
muestras se decontaminaron por un método
estandar y se les realiz6 coloracién directa de
Kinyoun. Resultados: De las 218 muestras
15.1% fueron positivas por CD, 24.3% lo fue-
ron por MGIT y 24.7% lo fueron por OK. La
sensibilidad, especificidad, valores predictivos
positivos y negativos y la eficiencia se calcula-

ron para MGIT y capa delgada con respecto al
OK y fueron respectivamente 84.0%, 94.1%,
87.5%, 92.3%, 90.8% en MGIT y para CD
71.1%, 99.1%, 96.9%, 90.0%, 91.4%. La fre-
cuencia de contaminacion fué 11.4%, 20.6% y
22.9% para OK, CD y MGIT respectivamente.
En los primeros 15 dias fueron positivas el
56.2% de las muestras en CD, el 38.8% en
MGIT y el 7.2% en OK. MGIT fue més sensi-
ble en muestras paucibacilares 15.5%, con res-
pecto a OK 4.6% y CD 5.6%. Conclusion: El
MGIT y la CD son alternativas para incremen-
tar la rapidez en el diagnoéstico de tuberculo-
sis, el MGIT provee mayor sensibilidad en
muestras paucibacilares. Palabras clave:
Mycobacerial growth indicator tube, agar de
capa delgada, cultivo M. tuberculosis. b
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Introduccioén

En la dltima década la infeccion por el bacilo
de la tuberculosis ha tomado gran importancia
en el mundo. En 1992 la enfermedad fue defi-
nida como re-emergente, debido al aumento
persistente en el nimero de casos (1, 2).

Segun estadisticas de la Organizacion Mun-
dial de la Salud, la tercera parte de la pobla-
cion mundial (1.7 billones de personas) esta
infectada por M. tuberculosis y los méas afec-
tados son los paises en via de desarrollo. Se
calcula que anualmente en el mundo, se regis-
tran 8 millones de casos nuevos y suceden 3
millones de muertes por esta causa (3). Para
finales del afio 2000 se esperaba documentar,
7.6 millones de casos nuevos en los paises en
desarrollo y 400.000 en las naciones
industrializadas (4)

En Colombia, en 1995, un 1/3 a 1/4 de la po-
blacion estaba infectada por M. tuberculosis
con un promedio de 10.000 enfermos nuevos
por afio y una tasa de incidencia de 39/100.000
habitantes. Adicionalmente, se reconocen mas
de 1000 muertes anuales por esta causa (5).

Diversos métodos de diagnostico para tuber-
culosis han sido implementados con el afan de
hacerlo mas rapido e instaurar un tratamiento
efectivo. Entre ellos estan los métodos de am-
plificacién gendémica como PCR (6,7,8) el cul-
tivo y deteccion radiométrica como el BACTEC
(9,10,11) y més recientemente métodos de
cultivo y deteccion automatizada por métodos
no radiométricos como son la nueva genera-
cion de BACTEC-MGIT (Mycobacterial Growth
Indicator Tube, BBL Sparks, MD, USA), el MB/
BacT Alert (Organon Teknika) y el ESPII (Difco,
USA) (12). Entre ellos se destaca como uno
de los desarrollos mas recientes el MGIT pues
ademas de poderlo utilizar en formato de de-
teccion automatizada, presenta la facilidad de
poderlo leer manualmente (13).

Adicionalmente y desde hace varios afios se
describié el método de cultivo de la capa del-
gada y se mostrd que permitia la deteccion de
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colonias en un periodo promedio de 7 a 10 dias
a partir de la siembra inicial de la muestra
(14,15). En el laboratorio de la unidad de Bac-
teriologia de la CIB, se ha adaptado este mé-
todo de cultivo y se demostro que su sensibili-
dad y especificidad son similares a la de los
cultivos tradicionales, 83% y 93% respectiva-
mente y la deteccidn de positividad se dio en
un promedio de 10 dias contra un promedio de
20 dias con los cultivos tradicionales (16). Es-
tos resultados indican que el método de la capa
delgada tiene rapidez similar a la reportada
para los métodos automatizados y radiomé-
tricos (9,10,11), pero con la ventaja de ser con-
siderablemente menos costoso y de facil
implementacion en los laboratorios involucra-
dos con el control de la tuberculosis.

El proposito de este estudio fue comparar la
sensibilidad, valores predictivos, eficiencia y
rapidez en deteccién de crecimiento de M. tu-
berculosis en tres medios de cultivo, uno tradi-
cional como lo es el Ogawa-Kudoh, el MGIT y
el cultivo en capa delgada.

Materiales y Métodos

Se estudiaron 218 muestras de esputo de pa-
cientes que consultaron por primera vez al
Hospital La Maria y al laboratorio Central de
Metrosalud, con un diagnéstico clinico de tu-
berculosis. Las muestras se guardaron en re-
frigeracion hasta su transporte y fueron proce-
sadas en el Laboratorio Departamental de Sa-
lud Publica y en la Unidad de Bacteriologia y
Micobacterias de la Corporacién para Investi-
gaciones Bioldgicas siguiendo los mismos pro-
tocolos.

Cada muestra se proceso siguiendo métodos
estandar (17) de acuerdo al siguiente protoco-
lo: decontaminacion con N-acetil cisteina,
NaOH al 2%, seguida por centrifugacion a 4000
RPM por 30 minutos, del sedimento obtenido
se sembraron 0.5 ml en cada uno de los tres
medios, el sedimento ademés se utilizo para
examen directo con coloracion por el método
de Kinyoun (17). La presencia de bacilos acido
alcohol resistentes (BAAR) se contabilizé de
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acuerdo a métodos recomendados (17). El
medio de cultivo de OK utilizado en el estudio
fue fabricado por el Laboratorio Departamen-
tal siguiendo métodos recomendados (18), el
cultivo de CD utilizado en todas las muestras
fue fabricado en la CIB siguiendo igualmente
métodos recomendados (17) y los tubos de
MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube,
Becton Dickinson and Company, Sparks MA,
USA) se obtuvieron de un proveedor local.

La lectura de OK se realiz6 visualmente una
vez por semana, la CD se observo dos veces
por semana utilizando un microscopio conven-
cional con aumento de 100X y la lectura de
crecimiento en MGIT se realiz6 manualmente
dos veces por semana utilizando una ldmpara
de fluorescencia.

La positividad se consign6 cuando en OK se
observaron colonias compatibles con M. tuber-
culosis, en capa delgada cuando se observa-
ron microcolonias compatibles y en MGIT cuan-
do se observo fluorescencia. El crecimiento en
cualquiera de los medios se confirmo por la
presencia de bacilos &cido alcohol resistentes
por medio de una coloracion de Kinyoun y la
identificacion definitiva se realiz6 utilizando
pruebas bioquimicas convencionales (17).

Los tres medios se compararon de acuerdo a
la rapidez en crecimiento de los cultivos posi-
tivos, la sensibilidad, valores predictivos y la
eficiencia se calcularon para MGIT y capa del-
gada utilizando como estandar de oro el me-
dio de Ogawa-Kudoh.

Resultados

Se procesaron 218 muestras de las cuales
88.5% fueron paucibacilares (no se observa-
ron bacilos acido alcohol resistentes en el exa-
men directo) y 6.8% tuvieron 3 cruces (+++)
de BAAR.

Comparados con el cultivo de Ogawa-Kudoh
la sensibilidad de capa delgada y el medio de
MGIT fueron 71.1% y 84.0%, la especificidad
99.1% y 94.1% respectivamente, los valores

predictivos positivos y negativos fueron 96.9%
y 90.0% para CD y 87.5% y 92.3% para MGIT
respectivamente, la eficiencia fué de 91.4%
para CD y de 90.8% para MGIT. Se observo
una alta frecuencia de contaminacion para los
medios de capa delgada 20.6% y MGIT 22.9%,
la contaminacién observada para el medio de
OK fue 11.4%.

Con respecto a la rapidez en la deteccion de
los cultivos positivos el promedio de CD fue
de 16.8 dias, la observada para MGIT fue de
26.3 dias y para OK fue 30.6 dias. De los cul-
tivos positivos detectados por CD el 56.2% se
detectaron en las primeras dos semanas, el
MGIT necesitd tres semanas para detectar una
cantidad de cultivos comparable y OK 4 sema-
nas aproximadamente (figura 1).

De acuerdo a la carga bacilar de las muestras,
el MGIT comparativamente con los otros me-
dios utilizados fue méas efectivo en detectar
crecimiento 15.5%, en contraste con 4.1% para
OK 'y 5.6% para CD (figura 2).

Discusion

De los tres métodos de cultivo utilizados la capa
delgada fue el mas rapido para detectar culti-
VoS positivos, ademds puede proporcionar un
resultado presuntivo rapido ya que la forma de
las microcolonias es caracteristica de M. tu-
berculosis. EI MGIT a pesar de la deteccién
rapida de los cultivos positivos, por ser un cal-
do requiere de subcultivo en medio sélido, para
posterior identificacién. La combinacion de
MGIT con métodos moleculares acelera la
identificacion precisa sin esperar la identifica-
cién con pruebas convencionales que pueden
tardar varias semanas (19).

Se observaron cifras altas de contaminacion
para los tres medios lo cual puede explicarse
por el transporte prolongado de las muestras
antes de ser procesadas. Lo anterior, ademas
de la falta de experiencia con estos nuevos
métodos, también puede explicar los niveles
mas altos de contaminacién tanto de capa del-
gada como de MGIT. Estudios publicados con
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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experiencias en ambos métodos muestran
menores cifras de contaminacion (15,16,19,20)
y la experiencia reciente utilizando el sistema
MGIT 960 de rutina en el laboratorio de Bacte-
riologia y Micobacterias de la CIB, muestra ci-
fras de contaminacion de 7.5% (datos no pu-
blicados).

En este estudio la deteccion de crecimiento
promedio para MGIT y CD fue mas prolonga-
da que la mostrada en otras experiencias pu-
blicadas (15,16,19,20), la experiencia actual en
el laboratorio de Bacteriologia y Micobacterias
de la CIB, es de un promedio de deteccion de
cultivos positivos de 10.6 dias para CD y 9.8
dias para MGIT (datos no publicados).

Particularmente importante fue el hallazgo de
una mayor sensibilidad del MGIT en las mues-
tras paucibacilares (BAAR negativas) con res-
pecto a los otros dos medios utilizados. Esto
indica que la adicién de un medio de cultivo
liquido, es un instrumento eficaz para el diag-
néstico en muestras donde medios de cultivo
sélidos y la tincién directa tienen menos sensi-
bilidad.

Tanto la rapidez de la capa delgada como la
mayor sensibilidad del MGIT en muestras
paucibacilares pueden utilizarse para comple-
mentar la forma como se realiza el diagnosti-
co actual de la tuberculosis, un esquema que
incluya un medio como Ogawa-Kudoh o
Lowenstein/Jensen, uno de capa delgada y un
medio liquido puede ser mas efectivo en el
diagnéstico que el esquema tradicional usado
en nuestro medio.
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Abstract

Objectives: the use of alternative culture
methods for tuberculosis, which can provide
faster diagnosis, is needed in those laboratories
diagnosing tuberculosis wich cannot afford
expensive technology. Our goal was to evaluate
the performance of MGIT MGIT (mycobacterial
growth indicator tube, BBL) as compared to
culture in Ogawa-Kudoh (OK) and thin layer
agar (TLA). Materials and methods: during a
period of one year, 218 sputum samples, from
patients with a clinical diagnosis of tuberculo-
sis were studied. A standard decontamination
procedure was performed, then a smear for
Kinyoun stain was carried out for each sample.
A portion of each sample was cultured in each
one of the compared methods. Results: of the
total 218 clinical samples, 15.1% vyielded
positive cultures on TLA, 24.3% in MGIT and
24.7% on OK. Values for sensitivity, specificity,
positive predictive value (PPV), negative
predictive value (NPV) and accuracy were
calculated for MGIT and TLA. For MGIT
sensitivity was 84.0%, specificity 94%, PPV
87.5, NPV 92.3% and accuracy 90.8%. For TLA
sensibility was 71.1%, specificity 99.1%, PPV
96.9%, NPV 90.0% and accuracy 91.4%. The
frequence of contamination was 11.4% for OK
20.6% for TLA and 22.9% for MGIT. During the
first 15 days of culturing, 56.2% of samples
were positive on TLA, 38.8% were positive on
MGIT and 7.2% were on OK. The MGIT
performed better for detecting M. tuberculosis
in pauci-bacillar samples, 15.5% positive results
in comparison with OK and TLA 4.6% and 5.6%
respectively. Conclusion: MGIT and TLA
provide effective means of decreasing the time
to diagnosis, MGIT additionally, increases
sensitivity for pauci-bacillar samples. Both
methods could be used in the routine
laboratories because of these important
advantages. Key words: mycobacterial growth
indicator tube, thin layer agar, M. tuberculosis
culture.
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