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RESUMEN

La tuberculosis multidrogorresistente (MDR), originada por aislamientos de cepas simultdneamente resistentes a
isoniacida y rifampicina, es reconocida en la actualidad como un problema sanitario mundial. Nuevas técnicas que
permitan detectar en forma temprana cepas MDR son necesarias para evitar su dispersion en la comunidad. En este
trabajo hemos evaluado el empleo de un micrométodo colorimétrico para determinar las concentraciones inhibitorias
minimas (CIM) de las drogas de primera linea frente a dichas cepas, usando el indicador: bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-
2-yl)-2,5 difeniltetrazolio (M-MTT). Junto a la cepa de referencia H37Rv se procesaron 603 aislamientos clinicos, 507
provenientes de casos pulmonares (84,1%) y 96 de extrapulmonares (15,9%). Como estandar de referencia se utilizo
el método de proporciones en medio de Léwenstein-Jensen (MP), con isoniacida (INH), 0,20 pg/ml; estreptomicina
(SM), 4,00 pg/ml; etambutol (EMB), 2,00 pg/ml y rifampicina (RMP), 40,00 pg/ml. Los intervalos de concentraciones
de las drogas empleadas en el M-MTT fueron: INH, 1,00-0,03 pg/ml; SM, 8,00-0,25 pg/ml; EMB, 32,00-1,00 pg/mly
RMP: 2,00-0,06 pg/ml. El resultado de la CIM por el M-MTT fue obtenido en un tiempo promedio de 8 dias (rango
total: 7 a 12 dias). Los puntos de corte para cada una de las drogas, calculados mediante el andlisis de la curva ROC,
fueron: INH, 0,25 pg/ml; RMP, 0,50 pg/ml; SM, 4,00 pg/ml y EMB, 4,00 pg/ml. Los valores de sensibilidad y especi-
ficidad fueron 100% en el caso de RMP; y 97,8% y 99,5%, respectivamente, para INH. El andlisis estadistico de los
resultados permitié concluir que el M-MTT es un método seguro para la rapida detecciéon de MDR. Por su sencillez y
bajo costo, podria ser aplicado en los paises en vias de desarrollo.

Palabras clave: tuberculosis multidrogorresistente, drogas de primera linea, micrométodo colorimétrico, concentracion
inhibitoria minima

ABSTRACT

Evaluation of a colorimetric micromethod for determining the minimal inhibitory concentration of antibiotics
against Mycobacterium tuberculosis. Multidrug-resistant tuberculosis (MDR) caused by strains resistant to both
isoniazid and rifampin is now considered a serious sanitary problem worldwide. New technical tools for the early
detection of these strains are urgently needed to avoid their spread within the community. We have evaluated a
microplate colorimetric-based method to determine the minimal inhibitory concentration (MIC) of first-line antituberculosis
drugs by using 3-(4, 5 dimethylthiazolyl 1-2 yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide as a bacterial growth indicator (MTT)
(M-MTT). A total of 603 clinical isolates, 507 from respiratory cases (84.1%) and 96 from non-respiratory cases
(15.9%) were processed. The proportion method on a Léwenstein—Jensen medium (PM) with isoniazid (INH), 0.20
pg/ml; streptomycin (SM), 4.00 pg/ml; ethambutol (EMB), 2.00 ug/ml and rifampin (RMP), 40.00 pg/ml, was used as
the gold standard. The drugs and the concentration range tested were: INH, 1.00-0.03 pg/ml; SM, 8.00-0.25 pg/mi;
EMB, 32.00-1.00 pg/ml and RMP, 2.00-0.06 pug/ml. MIC results were obtained on an average of 8 days (range: 7-12).
The cut-off values for each drug, calculated by the ROC curve method, were: INH, 0.25 pg/ml, RMP, 0.50ug/ml, SM,
4.00 pg/ml and EMB, 4.00 pg/ml. Sensitivity and specificity for RMP were 100 %, while for INH, they were 97.8% and
99.5% respectively. The results obtained suggested that M-MTT is a low cost and easy to set up method that could be
applied to MDR clinical diagnosis in developing countries.

Key words: multidrug-resistant tuberculosis, first-line drugs, microplate colorimetric-based method, minimal inhibitory
concentration

INTRODUCCION problema médico-sanitario mundial (14, 25, 34). El tratamiento
requiere de una prolongada terapia con drogas alternativas,

La tuberculosis (TB) causada por aislamientos simulta-  de mayor toxicidad y menor efectividad que las empleadas
neamente resistentes a isoniacida y rifampicina, o multi-  en el primer abordaje de la enfermedad, con resultados in-
drogorresistente (MDR), plantea en la actualidad un serio  ciertos que incluyen la utilizacion de recursos quirlrgicos.
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Cualquier demora en la deteccién de la resistencia de
Mycobacterium tuberculosis conducird, inevitablemente,
a un retraso en la iniciacion de una terapia efectiva. La
menor probabilidad de negativizacion bacteriol6gica y el
mayor porcentaje de recaidas de los enfermos contribui-
ria a su diseminacion en la comunidad, hecho que repre-
senta una amenaza para el control de la enfermedad (2).

Surge asi la necesidad de desarrollar nuevas técni-
cas de laboratorio que permitan detectar en forma tem-
prana el patrén de resistencia antimicrobiana de los ais-
lamientos de M. tuberculosis. El método tradicionalmen-
te utilizado en los laboratorios de los paises en vias de
desarrollo es el método de las proporciones (MP) em-
pleando el medio s6lido de Léwenstein-Jensen (LJ). Dada
su alta reproducibilidad, validez y seguridad, este méto-
do es considerado como estandar de oro o0 método de
referencia para pruebas de sensibilidad en tuberculosis.
La desventaja que presenta es que los resultados estan
disponibles a los 42 dias después de inoculada la mues-
tra a partir de un primer aislamiento por cultivo (6, 11).

Existen otras técnicas mas rapidas y de gran preci-
sion, como por ejemplo el método radiométrico BACTEC
460 TB (BD Argentina) (26), que ademas de requerir
reactivos de alto costo exige la manipulacion de jeringas
y agujas y de desechos radioactivos, lo que representa
un riesgo para la bioseguridad de los operadores. Mas
recientemente han sido incorporados al mercado otros
sistemas, como el BACTEC MGIT960 (BD Argentina),
basado en la deteccion del consumo de oxigeno de los
microorganismos en crecimiento por medio de la fluores-
cencia de un compuesto quimico sensible a la ilumina-
cién ultra violeta (24), y el MB Bact (bioMérieux, Argenti-
na), que a través de un sensor especial, sensible a los
cambios de pH del medio, detecta el CO, liberado por el
metabolismo bacteriano (5, 36).

La biologia molecular resulta ser una importante he-
rramienta para la deteccién rapida de resistencia, espe-
cialmente a la rifampicina. Esta droga actia como mar-
cadora de MDR, ya que su resistencia esta frecuente-
mente asociada a la resistencia a isoniacida (4). La prue-
ba molecular difundida en el mercado (INNO-LIPA, RIF
TB Line probe assay, Immunogenetic Ghent, Belgium),
como asi también la variante casera de rifoligotyping, tie-
nen altos costos de equipamiento e insumos, y requieren
un laboratorio de alta complejidad para ser realizadas
(20, 27).

Otras técnicas que pueden ser utilizadas son: los en-
sayos de bioluminiscencia, en los que se detecta la via-
bilidad del M. tuberculosis por medio de la liberacion de
ATP en presencia o en ausencia de antibiéticos (23); el E
test, sistema comercial (AB Biodisk, Sweden) en el que
se emplean tiras con concentraciones crecientes del an-
tibiético que se quiere evaluar, y el método que emplea
bacteriéfagos, capaces de infectar células viables de M.
tuberculosis, donde se replican. Estas técnicas resultan
muy atractivas, pero sus ventajas y desventajas para ser
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aplicadas en paises con recursos econémicos limitados
deberian ser consideradas (30, 32).

Ante esta situacion, se ha planteado la necesidad de
contar con pruebas de sensibilidad rapidas y no costo-
sas, que aseguren resultados precisos y confiables. El
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio
(MTT) es un indicador que detecta crecimiento y viabili-
dad celular. EI MTT es un reactivo de Oxido-reduccion
gue en condiciones de disminucién de la concentracion
de oxigeno, como las generadas durante la actividad
metabdlica bacteriana, cambia de color: del amarillo (es-
tado oxidado) al parpura (estado reducido). Al reducirse,
su solubilidad en medio acuoso disminuye y se produce
la precipitacion de cristales del reactivo. Las micobacterias
sensibles a las drogas y las no viables no produciran el
viraje del indicador. Esta técnica, por lo tanto, permite la
lectura visual de la reaccion, lo que facilita la determina-
cién de la concentracion de antibiético a la cual se inhibe
el crecimiento bacteriano. Su uso en pruebas de sensibi-
lidad de micobacterias ha sido documentado previamen-
te (1, 8, 10, 16, 21, 35).

Sobre la base de este conocimiento hemos imple-
mentado un micrométodo colorimétrico (M-MTT) en el que
se utiliza este indicador para determinar la concentra-
cion inhibitoria minima (CIM) de diferentes drogas antitu-
berculosas frente a M. tuberculosis (7, 22, 28).

Los objetivos de este trabajo fueron: determinar el
tiempo medio de obtencion de resultados mediante el M-
MTT, establecer los valores de corte de CIM para dife-
renciar entre los aislamientos sensibles y los resistentes
a cada droga y relacionarlos con los resultados obteni-
dos por el MP; determinar la sensibilidad (S) y la especi-
ficidad (E) del M-MTT con relacion al MP; y establecer la
correlacion entre los resultados de sensibilidad obteni-
dos por ambos métodos.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos. Un total de 603 aislamientos de M. tubercu-
losis provenientes de 507 casos pulmonares (84,1%) y de 96
casos extrapulmonares (15,9%), obtenidos de pacientes del
conurbano bonaerense, fueron procesados junto a la cepa de
referencia H37Rv ATCC 27294.

Medios de cultivo. Para la determinacion de CIM se utilizé
el medio liquido comercial de Middlebrook 7H9, suplementado
con &cido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (OADC, BD Ar-
gentina) (M7H9). Para la realizacion del MP se preparé el medio
de LJ, con agregado de antibiéticos o sin ellos (6, 13).

Antibiéticos. Las drogas isoniacida (INH), estreptomicina
(SM), etambutol (EMB) y rifampicina (RMP) fueron adquiridas a
Sigma Chemical Co (St. Louis, USA). Se prepararon soluciones
madres de 10,0 mg/ml, las que fueron esterilizadas por filtra-
cioén, fraccionadas en tubos Eppendorf y conservadas a -20 °C
hasta su utilizacion (periodo no mayor a tres meses). Las solu-
ciones de trabajo para cada droga fueron preparadas en M7H9.
Las concentraciones ensayadas en el M-MTT y el MP se en-
cuentran detalladas en la Tabla 1.

Preparacion del indicador de crecimiento bacteriano
MTT. Se prepar6 una solucién de MTT de 5,0 mg/ml en solucién
salina, se esterilizo por filtracion y se conservo a 4 °C en oscuri-
dad, por un méaximo de 10 dias.
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Tabla 1. Concentraciones de drogas ensayadas por el M-MTT
y por el método de las proporciones (MP)

Concentracion (ug/ml)

Droga M-MTT MP

INH 1,00-0,50-0,25-0,13-0,06-0,03 0,20
SM 8,00-4,00-2,00-1,00-0,50-0,25 4,00
RMP 2,00-1,00-0,50-0,25-0,13-0,06 40,00
EMB 32,00-16,00-8,00-4,00-2,00-1,00 2,00

Preparacion de la solucion solubilizante. Se preparé una
solucién de Tween 80 al 20% en agua destilada, que se esteri-
lizé por filtracién y se conservé a temperatura ambiente. Poste-
riormente, se preparé una mezcla con 10,0 pyl de MTT y 12,0 pl
de solucién solubilizante.

Procedimientos. Los especimenes clinicos fueron proce-
sados e inoculados en LJ y MGIT para su posterior cultivo. El
periodo de incubacion total del LJ fue de 60 dias, a 37 °C. El
sistema MGIT960 fue usado para el aislamiento bacteriano, se-
gun el protocolo del fabricante (12).

Para la realizacion de la prueba de sensibilidad por el MP y
la determinacion de CIM por el M-MTT, el in6culo fue preparado
a partir de un cultivo joven en LJ, disgregando los agrupamientos
bacterianos en un tubo con perlas de vidrio que contenia unas
gotas de agua destilada estéril. También se utilizaron cultivos
en MGIT960 para la determinacion de sensibilidad y CIM.

La suspension bacteriana a partir de un cultivo en LJ fue
preparada en medio M7H9 y homogeneizada en agitador vortex
por no mas de 20 segundos. Posteriormente se dejé sedimentar
y el sobrenadante fue ajustado a una turbidez comparable al
estandar n° 1 de McFarland (10° a 107 UFC/ml). De esta sus-
pension se realizaron dos diluciones de trabajo: 1/25 y 1/2500.
Cuando el cultivo de partida fue el MGIT 960, se prepararon
también las dos diluciones de trabajo.

La determinacion de CIM fue realizada en una placa estéril
para cultivo de tejido de 96 pocillos (Falcon, BD Argentina), con
fondo plano y tapa. Todos los pocillos del perimetro externo de
la placa se llenaron con 0,2 ml de agua destilada estéril para
evitar la evaporacion, y los restantes con 0,1 ml de M7H9. En
los pocillos de la primera hilera se colocé 0,1 ml de las solucio-
nes de cada droga en M7H9, a una concentracion cuatro veces
superior a la mayor a ensayar. Para cada droga se realizaron in
situ diluciones sucesivas al medio, hasta llegar a la Ultima hilera
de la placa. Una columna fue destinada al control de esterilidad
del medio y controles de crecimiento. Uno de los pocillos de
control de crecimiento fue reservado a la dilucién 1/2500. Todos
los pocillos restantes fueron inoculados con 0,1 ml de la dilucién de
trabajo 1/25. La incubacion fue realizada durante 5 dias a 37 °C y
atmosfera normal. Luego de ese lapso, 22,0 pl de la mezcla de
MTT y Tween 80 fueron agregados a un pocillo de control de
crecimiento. La placa fue incubada otras 24 h. Al cabo de ese
tiempo se observé nuevamente. Al verificarse el crecimiento
bacteriano, evidenciado por la aparicion de un precipitado de
formazéan color violeta en ese pocillo, fueron revelados los res-
tantes. La placa fue reincubada toda la noche para su posterior
lectura. De no evidenciarse cambio de color en el primer control
de crecimiento, se procedi6 a revelar otro pocillo de control de
crecimiento, incubando otras 24 horas. El mismo proceso se
repiti6 sucesivamente hasta comprobar el crecimiento bacteriano,
manifestado por el cambio de color. La CIM para cada droga fue
definida como la menor concentracién que mostr6 un desarrollo
de color menor al observado en la diluciéon 1/2500.

Como medida de bioseguridad, las placas fueron selladas
con cinta de papel y envueltas en papel de aluminio. De este
modo se evitaron, tanto posibles derrames como la accién de la
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luz natural sobre el MTT. Dado que se trata de un compuesto
fotosensible, este indicador puede reducirse inespecificamente,
lo que daria resultados falsos positivos.

Procedimientos estadisticos. El programa estadistico
MedCal 7.0.2 (Mariakerke, Bélgica) fue usado para calcular el
ndmero y la proporcion de aislamientos resistentes por cada
método, los puntos de corte para cada droga, los valores
predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN), y el area bajo la
curva ROC (AUC) (18, 29, 31).

RESULTADOS

La Tabla 2 muestra los puntos de corte obtenidos para
cada droga con el M-MTT, los porcentajes de aislamien-
tos resistentes a cada droga por ambos métodos y el
indice de correlacion (r) hallado. Como puede verse no
se encontro diferencia significativa entre los porcentajes
de aislamientos resistentes a cada droga detectados por
ambos métodos. La diferencia entre la proporcion de ais-
lamientos sensibles y resistentes a cada droga eviden-
ciados por el M-MTT y el MP fue analizada por la prueba
de C2,

Los coeficientes r mostraron una alta correlacion en-
tre los resultados obtenidos por ambos métodos para INH
(0,98); SM (0,99) y RMP (0,99). Para EMB la correlacion
fue menor (0,74).

La Tabla 3 muestra los parametros estadisticos cal-
culados para cada una de las drogas ensayadas por el
M-MTT sobre los aislamientos clinicos.

En la Figura 1 se encuentran detallados los puntos de
corte para cada una de las drogas, calculados mediante
el andlisis de la curva ROC. Estos valores fueron: INH,
0,25 pg/ml; RMP, 0,50 pg/ml; SM, 4,0 pg/ml y EMB, 4,0
pg/ml. El resultado de la CIM para M-MTT fue obtenido
en un tiempo promedio de 8 dias (minimo: 7 dias, maxi-
mo:12 dias). Para el MP, en cambio, el tiempo promedio
fue de 28 dias (minimo: 28 dias, maximo: 42 dias).

La prueba M-MTT sobre la cepa H37Rv se realizd cada
vez que un lote nuevo de placas con antibiéticos era
preparado, en un total de 76 determinaciones. Esto se
hizo con el objetivo de verificar la actividad de los an-
tibidticos en el sistema ensayado y evaluar la dispersién
de la CIM y la variabilidad observada al aplicar este mé-
todo en sucesivas determinaciones.

Con la cepa H37Rv los valores medios de las determi-
naciones de CIM y los intervalos de confianza del 95%
(IC 95%) fueron (ug/ml): INH, 0,04 (0,03-0,06); SM, 1,08
(0,58-1,58); EMB, 2,32 (1,25-3,40). El valor medio para
la RMP no pudo ser calculado ya que la mayoria de las
determinaciones dieron valores de CIM < 0,06 pg/ml (la
menor concentracion ensayada). Los valores de desvia-
cion estandar (DS) obtenidos fueron: INH, 0,02; RMP,
0,02; SM, 0,97 y EMB, 2,09. Con los aislamientos estu-
diados, la media de las determinaciones de CIM y los IC
95% obtenidos fueron (pg/ml): INH, 0,04 (0,03-0,04);
RMP, 0,06 (0,05-0,06); SM, 0,69 (0,54-0,68); EMB, 1,18
(1,06-1,30). Los DS obtenidos fueron: INH, 0,04; RMP,
0,04; SM, 0,6 y EMB, 1,05. Las unidades formadoras de
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Tabla 2. Puntos de corte de cada droga con el M-MTT; nimero y porcentaje de aislamientos resistentes e

indice de correlacion (r) entre ambos métodos.

Aislamientos resistentes

Droga Método Diferencia entre porcentajes
Punto de corte MP M-MTT c2 P r
(ug/ml) n° (%) n° (%)

INH (0,25) 104 (17,2) 106 (17,6) 0,0011 0,9159 0,98
SM (4,00) 101 (16,7) 100 (16,6) 0,0290 0,8648 0,99
RMP (0,50) 71 (11,8) 70 (11,6) 0,0510 0,8219 0,99
EMB (4,00) 53 (8,8) 72 (12,0) 0,0780 0,7796 0,74

INH: isoniacida, SM: estreptomicina, RMP: rifampicina, EMB: etambutol; r: indice de correlacién; MP: método de proporciones; M-

MTT: micrométodo colorimétrico con MTT

Tabla 3. Valores estadisticos para cada una de las drogas ensayadas sobre aislamientos clinicos de

Mycobacterium tuberculosis por el M-MTT.

Valor estadistico Droga
INH RMP EMB SM

S (%) 97,80 100,00 87,50 77,00
E (%) 99,50 100,00 93,00 97,70
+LR 199,47 - 12,59 33,02
-LR 0,02 0,00 0,15 0,23
AUC 0,98 1,00 0,91 0,93
IC 95% 0,96-1,00 0,99-1,00 0,87-0,94 0,89-0,96

S: sensibilidad; E: especificidad; +LR: razén de probabilidad positiva; -LR: razén de probabilidad negativa; AUC: &rea bajo la curva;

IC 95%: intervalo de confianza del 95%

colonias (UFC/ml) inoculadas en la placa fueron calcula-
das a partir del desarrollo bacteriano en los tubos em-
pleados como controles de crecimiento del MP. En todos
los casos se parti6 de suspensiones bacterianas con 10°
a 108 UFC/ml.

La contaminacion total o parcial, que imposibilit la
lectura y condujo a la repeticion de la prueba, se produjo
en 11 placas (1,8%).

DISCUSION

Cortar la cadena epidemioldgica de transmision de las
cepas de M. tuberculosis resulta ser prioritario a la hora
de evaluar estrategias de control de diseminacion de la
enfermedad, principalmente en los paises en desarrollo,
donde se registran también los mas altos porcentajes de
tuberculosis MDR.

Segun Ellner, uno de los factores que ha contribuido
a los pasados brotes de tuberculosis MDR ha sido la de-
mora en obtener la confirmacién de la enfermedad des-
de el laboratorio (9). Los laboratorios de diagnéstico y
referencia deberian entonces contribuir con el empleo
de técnicas que sean rapidas y seguras.

En este estudio hemos evaluado la aplicacion de una
técnica de microdilucién colorimétrica, simple y econé-
mica, en aislamientos clinicos de M. tuberculosis.

El método de la curva ROC (Receiver Operating Cha-
racteristic), aplicado a los resultados de CIM obtenidos
para cada droga, fue relacionado con los valores halla-
dos con el estandar de oro (MP). Este método permite
calcular la Sy la E a tantos puntos de corte como con-
centraciones sean ensayadas, y también permite deter-
minar el antibiético que muestra la mejor relacion entre
los valores de Sy E. El valor del punto de corte calculado
fue empleado posteriormente para calificar a un aisla-
miento como sensible o resistente a cada droga estudia-
da. Los altos valores de S y E hallados con el M-MTT
para INH y RMP, como asi también el alto nivel de corre-
lacién con los resultados obtenidos con el MP, sugieren
gue esta técnica podria ser empleada como prueba
diagnéstica de resistencia a INH y RMP, las dos drogas
mas importantes en el tratamiento de la tuberculosis. La
sensibilidad de deteccion de resistencia a EMB median-
te el M-MTT (87,5%) ha mejorado con respecto a expe-
riencias propias previas (datos no publicados), probable-
mente debido a que en esta evaluacion del método la
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Figura 1. Curvas ROC para cada droga analizada por M-MTT

solucion de la droga fue conservada entre 4 y 8 °C para
su posterior utilizacion, a diferencia de lo publicado por
otros autores (3, 17, 19). Con respecto a otros reportes,
hemos obtenido para el EMB y la SM mejores valores de
especificidad que de sensibilidad (17).

El analisis del AUC por el método de la curva ROC
refleja el funcionamiento global de la prueba para cada
droga en relacién con su sensibilidad y su especificad;
este valor se considera muy satisfactorio cuando se
aproxima a 1. Ademas, el indice de correlacion entre los
porcentajes de aislamientos resistentes hallados con el
MP y el M-MTT resulté ser muy alto, especialmente para
INH, RMP y SM.

El célculo de la relacion de probabilidades (LR), como
una estimacién de los valores predictivos de la prueba
cuando no se conoce la prevalencia exacta de la resis-
tencia en la comunidad, demostr6 que el M-MTT tuvo
valores altos para la prediccion de resultados correctos,
tanto positivos como negativos, a excepcién de los resul-
tados positivos por M-MTT para EMB.

A la gran ventaja que representa la posibilidad de ob-
tener resultados de resistencia a INH y RMP en alrede-
dor de una semana, se opone el hecho de que la prueba
se realiza en medio liquido, con mayor manipulacién que
en el caso de las placas, lo que puede generar aerosoles
y comprometer la bioseguridad del operador. Por este
motivo, los laboratorios que realicen estas determinacio-
nes deberan extremar las medidas de bioseguridad y
deberan contar con experiencia suficiente en la realiza-
cion de pruebas de sensibilidad por los métodos conven-
cionales. Asimismo, deberian extremarse las precaucio-
nes para evitar la posibilidad de que se produzcan con-
taminaciones cruzadas al inocular las dos mitades de las
placas con dos cepas distintas, hecho que no ha sido
observado durante el presente estudio.

El andlisis estadistico aplicado a los resultados per-
mitié concluir que el M-MTT es un método confiable y de
alta reproducibilidad, debido especialmente a la escasa
dispersién observada en los valores de CIM sobre la cepa
de referencia H37Rv para INH y RMP. El M-MTT resulté
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en este trabajo un método alternativo y eficaz en la rapi-
da deteccion de MDR, que podria ser implementado en
los laboratorios de andlisis clinicos de mediana comple-
jidad que cuenten con elementos de proteccion y seguri-
dad para el operador: cabina de bioseguridad de flujo
laminar vertical (nivel Il o Il de bioseguridad) (15, 33).
Por ser un método rapido, sencillo y econémico, ya que
el costo de la determinacién de la CIM para cada droga
fue estimado en U$S 0,83, resultaria especialmente apli-
cable y de utilidad en los paises en vias de desarrollo.
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