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Summary: Improvement of tuberculosis diagnosis by Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT)
in a developing country laboratory.

In order to improve tuberculosis diagnosis in a developing country (Senegal), we evaluated a new
liquide-based medium and nonradioactive system, Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT),
with individual clinical specimens collected in Dakar. The main purpose was to compare the time to
detection and the rate of recovery of Mycobacterium tuberculosis complex and to determine its
importance with respect to LoweNsTeIN-JENSEN (LJ), a liquid-based-medium for isolation of M.
tuberculosis complex.

531 specimens were processed with Mycoprep kit containing NaOH-N-acetyl L-cystein, inoculated
on both LJ and MGIT and incubated at 37 °C for 60 days. For each medium, the recovery rate and

the time to detection were recorded. Among the 531 specimens, of which 121 smears were posi -

tive, 32.5% (173/531) grew M. tuberculosis complex. Of these, 103 were smear positive (S+) and

70 smear negative (S-). LJ recovered 54.9% (95/173) and MGIT recovered 91.9% (159/173). Disa -

greements were observed with 92 isolates, LJ failed to recover 78 while MGIT failed to recover 14.
The overall mean time to detection was 20.1 days for LJ and 10.5 days for MGIT.

MGIT has shown a better sensitivity in isolation with significant reduction in reporting culture for
M. tuberculosis complex. As a simple and a nonradiometric system, it could be used in conjunction
with egg-based media in developing countries laboratories.

Résumé :

Dans le but d’améliorer le diagnostic de la tuberculose dans un pays en développement (Sénégal),
nous avons évalué un milieu liquide non radioactif, le Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT),
sur des échantillons cliniques avec comme objectif principal son apport a la culture en comparant
le temps et le taux d’isolement du complexe Mycobacterium tuberculosis du MGIT a ceux du LOWEN -
STEIN-JENSEN (LJ).

Cing cent trente et un échantillons ont été traités a I'aide du kit Mycoprep et ensemencés sur milieu
de LJ et MGIT. Pour chaque milieu, le taux d’isolement et le temps de détection ont été enregistrés.
Parmi les 531 échantillons ensemencés dont 121 étaient positifs & la bacilloscopie, 32,5 %
(173/531) ont donné une culture positive pour le complexe M. tuberculosis. Cent trois provenaient
des échantillons positifs a la bacilloscopie. De ces 173 isolats, 54,9 % (95/173) ont été isolés sur LJ
et 91,9 % (159/173) I'ont été sur MGIT. Les temps d’isolement étaient de 20,1 jours sur LJ et de
10,5 jours sur MGIT.

Le MGIT a montré une bonne sensibilité et une rapidité d’isolement du complexe M. tuberculosis.
Par sa simplicité et par I'absence de radioactivité dans son principe, il peut donc étre utilisé a coté
des milieux solides a I'ceuf dans des laboratoires des pays en développement.
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Introduction tion du génome soit par la culture et Iidentification du com-
plexe Mycobacterium tuberculosis.

Malgré I’évidence radiologique et celle des symptomes La bacilloscopie est la méthode la plus rapide pour le dia-

cliniques, le diagnostic de la tuberculose nécessite une gnostic des infections a mycobactéries, sa sensibilité est faible

confirmation bactériologique qui se fait soit par amplifica- (50 %) et elle ne permet pas d’identifier le bacille observé (9,
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16). Les méthodes d’amplification du génome permettent la
détection et I'identification des mycobactéries dans un échan-
tillon, la sensibilité de ces méthodes est inférieure a celle de la
culture (3, 6, 7, 19). La culture demeure la méthode de réfé-
rence, elle permet d’isoler, d’identifier et de faire des tests de
sensibilité sur la souche. La sensibilité de la culture et le temps
d’isolement des mycobactéries dépendent du milieu utilisé
(4, 15), ceux des milieux liquides sont supérieurs a ceux des
milieux solides conventionnels utilisés (9, 11).

Les études réalisées avec le Bactec 460TB radiometric system
(Becton Dickinson Microbiology System Cockeysville, Md)
dans les pays développés ont montré une bonne sensibilité et
un temps d’isolement trés réduit des mycobactéries (11, 12).
Le co(t (instrumentation) et la présence de la radioactivité ont
limité I’utilisation de ce systéme dans les pays en dévelop-
pement.

Le Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) est un nou-
veau systeme mis au point par Becton Dickinson (Microbio-
logy System) constitué d’un tube de 16 x 100mm contenant
4 ml du bouillon 7H9 Middlebrook modifié dont le fond est
muni d’une substance fluorescente (silicone imprégné avec
du ruthénium pentahydrate). Le MGIT est une méthode
simple ne nécessitant pas un équipement lourd, non radioac-
tive et d’utilisation facile. Sa sensibilité et son temps d’isole-
ment sont identiques a ceux du Bactec 460TB comme décrites
dans les études précédentes (2, 11). La croissance dans le
MGIT est détectée par la fluorescence du fluorochrome lorsque
les micro-organismes consomment I’oxygéne dissous dans le
bouillon, la croissance peut aussi étre détectée par la présence
d’une turbidité non homogéne dans le bouillon.

Dans cette étude, nous comparons les performances (le taux
d’isolement et le temps de détection) du MGIT et du milieu
de LOWENSTEIN-JENSEN (LJ) pour la culture du complexe
M. tuberculosis dans le laboratoire d’un pays en développement
ou le LJ est le milieu le plus utilisé et nous avons voulu savoir
si I'adjonction du MGIT (milieu liquide) au LJ améliorerait
de facon significative le taux d’isolement du complexe
M. tuberculosis au Sénégal.

Matériel et méthode
Echantillons

Au total, 531 échantillons individuels, dont 495 expectora-
tions, 11 liquides pleuraux, 8 aspirations gastriques, 5 pus et
12 autres prélévements extra-pulmonaires, ont été collectés
chez des patients suspects de tuberculose au laboratoire de
bactériologie-virologie du CHU Arristide Le Dantec et dans
des laboratoires périphériques de Dakar.

Traitement des échantillons et culture

Les échantillons ont été digérés et décontaminés comme I’ont
décrit précédemment KeNT et Kusica (8) en utilisant le kit
Mycoprep (Becton Dickinson Microbiology System) qui
contient du NaOH a 2% et du N-acétyl L-cystéine a 0,5 %
comme I’arecommandé le fabricant. Le culot obtenu apres trai-
tement de I’échantillon, resuspendu dans 2 ml de tampon
phosphate pH 6,8 était considéré comme inoculum sur lequel
un frottis était réalisé pour la bacilloscopie, dont le résultat était
guantifié en 1+, 2+ et 3+ comme décrit précédemment (8, 9).
Deux tubes de LJ étaient ensemencés chacun avec 0,2 ml d’'ino-
culum, le MGIT aprés un enrichissement avec 0,5 ml d’un
supplément contenant acide oléique, albumine, dextrose, cata-
lase (BBL MGIT OADC), puis avec 0,1 ml d’'un mélange
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d’antibiotiques contenant polymixine B, amphotéricine B,
acide nalidixique, triméthoprime et azlocilline (BBL MGIT
PANTA) était ensemenceé avec 0,5 ml d’inoculum. Les deux
milieux étaient incubés a 37 °C pendant 60 jours. Le contrdle
de qualité (CQ) était effectué sur chaque lot de MGIT avec
la souche de référence ATCC 27294 comme décrit précé-
demment (11).

Détection de la croissance et interprétation

A partir du 3éme jour suivant I'incubation, la lecture du MGIT
était faite quotidiennement en comparaison avec des tubes
témoin positif (MGIT dont le contenu est remplacé par une
solution de 0,4% de sulfite de sodium) et témoin négatif (un
MGIT non ensemencé). La lecture du LJ était faite d’abord le
4éme jour pour Vérifier les contaminations puis, aprés le 7eme
jour, elle était faite quotidiennement et I'abondance de la cul-
ture était appréciée en 1+, 2+ et 3+ respectivement pour un
nombre de colonies < 10, < 50 et > 50. Pour tous les MGIT
fluorescents, une aliquote était prélevée dans le fond du tube
sans agitation pour réaliser deux frottis colorés par les
méthodes de ZIEHL-NEELSEN (ZN) et de GRAM. Les MGIT
fluorescents dont les frottis étaient positifs au ZN étaient
considérés comme MGIT positifs, ceux dont les frottis étaient
négatifs au ZN étaient considérés comme MGIT négatifs (faux
positifs) et ceux dont les frottis étaient négatifs au ZN et dont
la coloration de GRaM montrait des bactéries étaient considérés
comme MGIT contaminés. Les MGIT positifs étaient repiqués
sur LJ pour une identification par des réactions biochimiques
comme décrit précédemment (8,16).

L’analyse statistique était effectuée par le test de STUDENT en
utilisant EpiTable (Epi Info version 6.0).

Résultats

ans cette étude, 531 échantillons dont 121 positifs a la

bacilloscopie (B+) et 410 négatifs a la bacilloscopie (B-) ont
été ensemencés sur MGIT et sur LJ pour I’isolement du com-
plexe M. tuberculosis. Les cultures étaient positives pour 173
échantillons (32,5 %). Parmi les 173 isolats, le taux d’isole-
ment a été de 91,9 % (159/173) pour MGIT et de 54,9 %
(95/173) pour LJ; le MGIT était plus sensible que le LJ
(p<0,001). L’addition du MGIT a donc amélioré le taux d’iso-
lement de 37 %. En comparant le taux d’isolement obtenu par
la combinaison des 2 milieux (MGIT/LJ) avec chaque milieu
séparé, on a observé une différence statistique significative
MGIT/LJ vs MGIT, p < 0,001 et MGIT vs LJ, p < 0,001.
Comme nous I’avons résumé dans le tableau I, en fonction de
la bacilloscopie, 59,5 % et 40,5 % des isolats étaient respec-
tivement B+ et B- et, dans les deux cas, le MGIT était plus sen-
sible que le LJ, p < 0,01. Parmi les 121 échantillons B+, 18
n’ont pas donné une culture positive.
Le taux de contamination était plus élevé avec le MGIT :
32,3 % (172/531) que sur LJ : 11,3 % (60/531), p < 0,0001 et,
parmi ces échantillons contaminés, 170 étaient B-. En consi-
dérant seulement les échantillons non contaminés, le taux

Tableau I.

Isolement du complexe M. tuberculosis dans le MGIT et sur LJ.
Isolation of M.tuberculosis complex in MGIT and on LJ.

nb (%) d’isolats
bacilloscopie MGIT + LJ MGIT LJ p*
bacilloscopie positive 103 (100) 98 (95,1) 66 (64,1) < 0,0001
bacilloscopie négative 70 (100) 61(87,1) 29 (41,4)  <0,0001
total (%) 173(100) 159 (91,9) 95 (54,9) <0,0001

* p-value MGIT vs LJ
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d’isolement serait de 48,2 % (173/359) pour la combinaison
MGIT/LJ.

Les discordances observées entre le MGIT et le LJ sont résu-
mées dans le tableau Il. Au total, 92 discordances ont été
observées, 78 isolats sur MGIT, dont 37 B+ et 41 B- et 14 sur
LJ, dont 5 B+ et 9 B-. Les 14 isolats en faveur du LJ avaient
un nombre de colonies < 5 a la culture. Parmi les 42 isolats dis-
cordants B+, 37 provenaient des laboratoires périphériques.

Tableau II.
Discordances observées entre le MGIT et le LJ.

Disagreements observed between MGITand LJ.
bacilloscopie MGIT+/LJ- L J+/MGIT-
bacilloscopie 1+ 7 0
bacilloscopie 2+ 7 2
bacilloscopie 3+ 23 3
bacilloscopie négative 41 9
total 78 14

MGIT+/L J-: discordance en faveur du MGIT ; L J+/MGIT-: discordance en faveur du L J

Le temps de détection global résumé dans le tableau 111 était
de 20,1 jours pour le LJ et de 10,5 jours pour le MGIT. Pour
les échantillons B+, il était de 17,3 jours pour le LJ et de 7,8
jours pour le MGIT, celui des échantillons B- était de 21,4
jours pour le LJ et de 14,9 jours pour le MGIT. Le temps de
détection des échantillons B- sur MGIT était plus réduit que
celui des échantillons B+ sur LJ.

Tableau IIl.
Temps moyen de détection du complexe M. tuberculosis.
Mean time to detection of M.tuberculosis complex.
temps en jour (intervalle)
bacilloscopie MGIT LJ
bacilloscopie positive 7,8 (2-38) 17,3 (8-45)
bacilloscopie négative 14,9 (4-49) 21,4 (11-45)
global 10,5 (2-45) 20,1 (8-45)
Discussion

‘introduction des milieux liquides dans la culture des

mycobactéries a considérablement amélioré le rendement
de la culture (8, 11). Aucun milieu a lui seul ne permet d’iso-
ler toutes les mycobactéries, il est donc conseillé de combiner
un milieu liquide & un milieu solide & I'ceuf et/ou gélosé pour
un meilleur rendement de culture, cette combinaison est consi-
dérée comme “Gold Standard” (8, 16). Dans la plupart des
laboratoires des pays africains, cette combinaison est rare-
ment obtenue du fait du codt élevé des milieux liquides et
seul un milieu solide (LJ) est utilisé pour la culture.
Parmi les 531 échantillons cultivés dans cette étude, 32,5 %
(173/531) étaient positifs a la culture. De ces 173 souches,
54,9 % étaient isolées par le LJ et 91,9 % par le MGIT. Le
MGIT a montré une sensibilité supérieure a celle du LJ
(p< 0,001) et a amélioré le taux d’isolement de 37 %, des
résultats identiques ont été trouvés par SATosHI et al. (15).
Outre I'amélioration subie par le milieu de base de MGIT
(bouillon 7H9 modifié), les milieux liquides ont I'avantage, par
rapport aux milieux solides, de récupérer un nombre réduit de
bactéries présentes dans un échantillon et/ou de récupérer,
lors d’une primoculture, les bactéries stressées par le traitement
précédant la culture. Cette différence n’existe qu’au niveau
de la primoculture car tous les isolats sur MGIT sont repar-
tis aprés un repiquage sur LJ. Malgré la différence statistique
significative entre le LJ et le MGIT, la combinaison de ces
deux milieux est nécessaire pour I'obtention d’un meilleur
rendement. En ce qui concerne la culture du complexe
M. tuberculosis, PFYFFER et al. (11) ont montré que la com-
binaison de deux milieux liquides n’améliore pas le rende-
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ment de culture de fagon significative, comparée a la combi-
naison milieu liquide-milieu solide. En terme de co(t-effica-
cité, il ne serait donc pas bénéfique d’envisager I’utilisation de
deux milieux liquides a la place de la combinaison milieu
solide-milieu liquide, car des études (1, 17) ont montré I'im-
portance de I'utilisation des milieux solides dans un labora-
toire de mycobactéries. D’autres études (2, 10, 12, 14) n’ont
pas montré une différence significative dans I’isolement du
complexe M. tuberculosis entre le MGIT et les milieux solides.
Cette différence non significative observée dans ces études
était probablement liée a un nombre réduit d’isolats du com-
plexe M. tuberculosis.

Dans cette étude, deux faits ont été observés avec les isolats
discordants:

- 37/42 isolats B+ proviennent des laboratoires périphériques
ou les prélévements étaient conservés dans des conditions
stressantes. Le MGIT a récupéré 32 et le LJ 5, ce qui montre
une capacité de récupération nettement supérieure du MGIT;
- tous les isolats discordants en faveur du LJ avaient un nombre
de colonies <5 a la culture; ceci peut étre expliqué par le fait
que le seuil de détection du LJ est d’une unité formant colo-
nie (UFC) dans I'inoculum ensemencé, tandis que, dans le
MGIT, il est constitué d’une unité consommant I’oxygéne
dissous par unité de temps (< 60 jours).

Sur le plan du diagnostic, le MGIT a montré une bonne sen-
sibilité en isolant 23,7 % des souches & partir d’échantillons
B-, qui ont donc échappé au diagnostic par bacilloscopie et par
culture sur LJ.

Le probléme majeur rencontré dans cette étude était le taux
de contamination élevé qui était de 32,3 %. Trois raisons
principales peuvent étre a I’origine de ce taux élevé de
contamination :

- plus de 60 % des échantillons contaminés provenaient des
laboratoires périphériques ; ces prélévements étaient achemi-
nés avec retard et n’étaient pas conservés a 4 °C ;

- le kit de décontamination Mycoprep contient du NaOH a
2 %, soit une concentration finale de 1 %, laquelle concen-
tration parait insuffisante pour réduire le taux de contamina-
tion en dessous de 10 % lorsqu’on travaille avec un milieu
liquide (19). L'étude de BONARD (4), réalisée avec le méme
kit, a montré un taux de contamination de 3,7 % avec le MGIT
et 25 % avec le LJ. CorNFIELD (5), travaillant sur une solu-
tion de NaOH a 4 %, avait obtenu un taux de contamina-
tion de 29 %, ce taux a été réduit a 12 % lorsque la
concentration de NaOH a été augmentée a 6 %;

- la richesse du milieu de base de MGIT comparée a celle du
Bactec 460TB favorise non seulement la croissance des myco-
bactéries mais aussi celle des autres bactéries (9). Ainsi, pour
I'utilisation du MGIT, la concentration de I’agent de décon-
tamination doit étre adaptée en fonction des habitudes d’un
laboratoire.

Le MGIT comporte deux avantages : la sensibilité et la rapi-
dité de détection. La plupart des études menées pour I’éva-
luation du MGIT comportaient deux biais en faveur du MGIT:
- la taille de I'inoculum qui n’était pas la méme sur les 2 milieux
0,1-0,2 ml, pour le LJ et 0,5 ml pour le MGIT ;

- la lecture des milieux qui n’était pas faite a la méme fré-
quence. En procédant a la lecture simultanée des deux milieux
et en équilibrant la taille de I'inoculum pour les deux milieux,
0,4 ml pour le LJ et 0,5 ml pour le MGIT, on a obtenu un
résultat toujours en faveur du MGIT. De plus, TAKAHASHI (18)
et RoBerTs (13), en utilisant pour le milieu liquide un inocu-
lum inférieur a celui des milieux solides puis un méme volume
d’inoculum pour les deux milieux, ont montré que I'inoculum
n’avait aucune influence sur les deux types de milieux.
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En terme de coQt, le LJ a un colt moins élevé que le MGIT,
mais celui-ci a I’avantage d’étre prét a I’emploi, tandis que le
LJ nécessite une préparation fastidieuse et des ceufs de bonne
qualité (ce qui est toujours difficile a assurer et/ou a trouver).
En nous basant sur ces résultats, nous pouvons conclure que
le MGIT offre deux bonnes caractéristiques : la rapidité et la
sensibilité ; celle-ci sont similaires a celles qui sont observées
avec le Bactec 460TB. En plus de sa simplicité d’utilisation, I'ab-
sence de radioactivité fait du MGIT une alternative au Bac-
tec 460TB comme milieu liquide.
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