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1. Introduccién

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por microorganismos del
Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), la cual da lugar a un amplio espectro de
manifestaciones clinicas. En la actualidad, se considera a la TB la segunda causa de
muerte debida a un agente infeccioso Unico (1). En el afio 1993 la Organizacion Mundial
para la Salud (OMS) declar6é a la TB una emergencia global y de manera posterior
desarroll6 la estrategia “tratamiento acortado estrictamente supervisado” (DOTS por sus
siglas en inglés) (50, 51). Lo anterior con la finalidad de lograr para el afio 2000 la cura

del 85% de los casos detectados mediante tincion Ziehl-Neelsen (ZN) (52).

Las metas fijadas para el afio 2000 no pudieron ser logradas, por lo que la OMS
establecio el afio 2015 como el nuevo plazo para lograr el objetivo de disminuir la

incidencia y el nUmero de muertes causadas por la TB (53).

En 2011 se registraron 8.7 millones de nuevos casos de TB en el mundo, de los
cuales 1.1 millones corresponden a personas coinfectadas con VIH; ademas ese mismo
afo se reportaron 1.4 millones de muertes debido a esta enfermedad (0.9 millones de

personas VIH-negativas y 0.43 millones de personas VIH-positivas) (2).

Se considera que el 89% de los casos de TB diagnosticados en el mundo se
agrupan en 96 paises entre los cuales se incluye México (2).

En México entre los afios 2000-2010 se reportaron 192,211 casos nuevos de TB,
de los que 167,566 (85%) correspondieron a TB pulmonar (TBP) (3). En este mismo
periodo se registraron 29,645 (15%) casos de TB extrapulmonar (TBE), las
localizaciones mas frecuentes fueron ganglionar (4.7%), seguida por TB miliar (1.5%),
renal (1.5%), meningea (1.2%), intestinal (1.0%) y 6sea (0.9%) (4).

La OMS considera un caso definitivo de TB, cuando se demuestra la presencia
de M. tuberculosis en un espécimen clinico mediante baciloscopia, cultivo o método
molecular (4). En 2011, la OMS avalé el uso del sistema Xpert MTB/RIF para el

diagnéstico de TB en muestras de expectoracion tanto de adultos como nifios; sin



embargo la utilidad de este ensayo en el diagndstico de TB extrapulmonar aln no se

conoce (6).
. Marco teorico
2.1 Historia de la tuberculosis

La evidencia de la existencia de la tuberculosis se remonta hasta las antiguas
civilizaciones, los escritos de Herodoto, hacen alusion de como los soldados del ejército
de Xerxes abandonaron los campos de batalla de los espartanos debido a la

consuncion (55).

Hipdcrates fue el primero en describir las caracteristicas de la enfermedad, como
fiebre, expectoracion espesa y pérdida del apetito; sin embargo tenia la creencia de que

se trataba de un padecimiento hereditario (56).

Es hasta los siglos XVII y XVIII durante la revolucion industrial, que las
condiciones de hacinamiento en las que vivia la mayoria de la poblacion permitieron
una diseminacion mas rapida de la enfermedad, lo que provocé que en esa época una
cuarta parte de todas las muertes en Europa y Nueva York fueran ocasionadas por la
TB (1)(13).

El 24 de marzo de 1882 Robert Koch presentd sus descubrimientos y demostré
el origen infeccioso de la TB ante la Sociedad de Fisiologia de Berlin, al poco tiempo
publicé en el Berliner Klinische Wochenschrif lo siguiente: “En el futuro la lucha contra
esta terrible plaga de la humanidad ya no sera contra algo desconocido, sino con un
parasito tangible, cuyas condiciones de vida son ya conocidas y pueden investigarse

aun mas” (13),

A pesar del reconocimiento del agente infeccioso causante de la TB, la aparicién
de un tratamiento efectivo para el mismo no fue posible hasta el afio 1943, cuando en el
laboratorio de Selman Waksman en la Universidad de Rutgers se logré el aislamiento
de la estreptomicina a partir de Streptomyces griseus, lo que dio la pauta para que en el

afio 1948 la British Medical Research Council condujera el primer ensayo clinico


http://es.wikipedia.org/wiki/Streptomyces

controlado a gran escala del uso de un farmaco(13). En ese mismo afio dos nuevos
farmacos antituberculosos salieron al mercado (tioacetazona y &cido para-
aminosalicilico). En 1951 se introdujo la isoniazida como nuevo farmaco para el
tratamiento de la TB (14), lo que aument6 de manera considerable la tasa de respuesta
al tratamiento. Posterior al desarrollo de la isoniacida se produjeron los siguientes
farmacos: pirazinamida (1952), cicloserina (1952), etionamida (1956), rifampicina (1957)
y etambutol (1962).

Posterior a la entrada de estos farmacos en el mercado para el tratamiento de la
TB, fue evidente el hecho de que el tratamiento con monoterapia producia con rapidez
la aparicién de cepas resistentes y que el uso de terapia combinada llevaba a la
supresion de esta resistencia. Esto llevo al concepto de terapia combinada como el

estandar de tratamiento para estos pacientes.

A pesar del tratamiento combinado en el afio de 1957, se reportd por primera en
el Reino Unido una tasa de resistencia de 1.3% a isoniacida en aislamientos de
pacientes con diagndstico de tuberculosis virgenes a tratamiento (15), mientras tanto,
en los Estados Unidos se reportd una resistencia a isoniacida de 9.7% entre los afios
1965 y 1968 para pacientes con nuevo diagnéstico de TB sin tratamiento (16). En el
afo 1969, se reportd por primera vez la presencia de resistencia a rifampicina (17).

Asociado al resurgimiento de la TB, en la década de 1990 comenzé a reportarse
la presencia de cepas con resistencia concomitante a isoniazida y rifampicina, con lo
que se acufié el término de tuberculosis multidrogorresistente (MDR-TB). La aparicion
de estos microorganismos condiciona un problema mas para el control de la TB a nivel
mundial, ya que el DOTS es menos efectivo en este grupo y el uso de farmacos de

segunda linea esta asociado a una mayor toxicidad (52 las bibliografias de la 52).

Las bases moleculares de la resistencia a la isoniazida y rifampicina son
diferentes. La resistencia a isoniazida se debe a la mutacion en al menos uno de los
genes katG o inhA, a diferencia de la resistencia a rifampicina que casi siempre se debe

a mutaciones en el gen rpoB. Las mutaciones que ocasionan resistencia a rifampicina e
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isoniazida no estan relacionadas entre si, por lo que se requieren mutaciones

separadas para que un microorganismo pase de ser susceptible a MDR-TB.

Actualmente, se puede detectar la mutacion del gen rpoB mediante la prueba de
amplificacion de acidos nucleicos (NAAT). La resistencia a rifampicina es un marcador
de MDR-TB en mas del 90% de las veces, debido a que < de 10% de los

microorganismos son monorresistentes a rifampicina (51, 57).
2.2 Microbiologia de M. tuberculosis

El CMTB pertenece a la orden Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae y
género Mycobacterium. EI CMTB comprende siete especies: M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum, M. canettii, M. caprae, M. pinepedii y M. microti. Se ha postulado que un
ancestro comun de todas las especies que forman el CMTB surgi6 en Africa, se sometié
a diversificacion temprana en esa misma region y de manera posterior las olas de
migraciones humanas fuera de Africa permitieron la expansion clonal de las diversas
especies en el resto del mundo (19). Se cree que el proceso evolutivo del CMTB
comenz6 hace 3 millones de afios. Aunque los miembros del CMTB muestran
diferentes caracteristicas fenotipica, representan uno de los mejores ejemplos de
homogeneidad genética, con una variacion de solamente 0.01% a 0.03% de nucled6tidos
y ninguna huella significativa de intercambio genético con otras bacterias (19). Cada
una de estas especies tiene hospederos diferentes. M. tuberculosis causa TB en
humanos, M. bovis en el ganado, M. africanum en humanos de la region tropical de

Africa y M. microti en roedores (60).

Las micobacterias del CMTB, son bacilos aerobios, intracelulares, inmdviles, no
esporulados, con un tamafio de 0.2 x 1 a 10 um, su temperatura éptima de crecimiento
es de 37 °C, su tiempo de replicacion es de 18-20 horas y tiene una pared celular cuya
estructura se caracteriza por la presencia dominante de acidos micolicos (60 - 90
atomos de carbono) y una amplia gama de lipidos. Esta envoltura lipidica le confiere
una superficie hidrofébica que la hace resistente a la mayoria de las tinciones, siendo
posible tefiirse s6lo con la tincibn de ZN (60). Los seres humanos son el Unico

reservorio para la especie M. tuberculosis.
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2.3 Epidemiologia de la tuberculosis en el Mundo

La incidencia de la TB no puede ser medida de manera directa debido a que se
requeririan estudios a largo plazo en grandes cohortes, lo que generaria un alto costo
(2). Es por esto que la incidencia de la TB solo puede estimarse mediante las
herramientas especificamente disefiadas por la OMS. Estas herramientas estan
basadas en los reportes de 96 paises en los que se encuentra el 89% de los todos los
casos de TB del mundo (Fig. 1). Para los paises que no estan incluidos en estas
herramientas, las estimaciones se basan en la extrapolacion de series antiguas o

actualizaciones utilizando datos de mortalidad de los sistemas de registro.

Mediante estas herramientas para el afio 2011 se estimd una incidencia de 8.7
millones de casos de TB en todo el mundo, los cuales se localizaron de la siguiente
forma: Asia (59%), Africa (26%), Mediterraneo Oriental (7.7%), Europa (4,3%) y
Ameérica (3%). De los 8.7 millones de casos nuevos en el 2011; 1.1 millones (13%)
correspondieron a personas coinfectadas con VIH. La proporcién de casos de TB
coinfectados con VIH es mayor en los paises de Africa; en general en esta region se

estima que el 39% de los casos de TB tienen VIH de manera concomitante.

A nivel mundial, la incidencia de la TB se mantuvo estable desde 1990 hasta
alrededor de 2001 y luego comenzé a disminuir. Entre 2010 y 2011, la tasa de
disminucién fue 2.2%. La tasa de incidencia esta disminuyendo en las seis regiones de
la OMS. La tasa de disminucion entre 2010 y 2011 fue de 0.5% en el Mediterraneo
Oriental; 2.0% en el sureste de Asia; 2.3% en el Pacifico occidental; 3.1% en Africa;
3.8% en América y 8.5% al afio en la Union Europea (Fig. 2).

Actualmente, la presencia de cepas MDR-TB supone un nuevo riesgo de salud
mundial del cual solo puede estimarse la prevalencia, que para el afio 2011 se calculd
en 0.63 millones de casos nuevos; sin embargo no es posible a la fecha estimar la

tendencia de esta prevalencia.

La prevalencia de la TB se puede medir directamente mediante las encuestas

poblacionales de los diferentes paises. Se calculd en el afio 2011 que la prevalencia de
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la TB es de 12 millones, con una disminucién de la misma de un 36% de manera global
desde 1990.

Nuevamente en el afio 2011, se estimd una mortalidad de 0.99 millones, ademas
se estim6 un aproximado de 0.43 millones de muertes debido a TB en personas
coinfectadas con VIH, con lo que el total de muertes atribuidas a la TB es de 1.4

millones.

A nivel mundial, las tasas de mortalidad (excluyendo las muertes entre las
personas VIH-positivas) se han reducido en un 41% desde 1990, y esta reduccién de la

mortalidad se ha registrado en las seis regiones de la OMS.
2.4 Epidemiologia de la tuberculosis en México

El panorama de la tuberculosis en México ha cambiado en los ultimos afios, de
acuerdo a la informacion contenida en el Sistema Unico de Informacion para la
Vigilancia Epidemioldgica (SUIVE), en el periodo comprendido del afio 2000 a 2010 se
registraron 197,211 casos nuevos de TB, de los cuales 167,566 (15%) correspondieron

a la forma pulmonar de la enfermedad(4).

En el afio 2011 se reportaron en México 2,414 defunciones debido a la TB, de las

que 2116 (87.7%) correspondieron a TB pulmonar.

Es importante resaltar que en México las principales enfermedades relacionadas

con la presencia de TB son diabetes y desnutricion (Fig. 3).

En México al igual que en el resto del mundo la incidencia de la TB se encuentra
en descenso, segun las cifras oficiales, desde el afio 1997 hasta el afio 2011 la
reduccioén de la incidencia ha sido de un 28.8% (Fig. 4).

En lo que respecta a la mortalidad en México también se ha encontrado una
marcada reduccién, que de acuerdo a la Secretaria de Salud se estima en un 73%
desde el afio de 1990 hasta el afio 2011(Fig. 5).
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En México desde el afio 2000 se ha reportado la presencia de MDR-TB, para el
afio 2011 la incidencia de la misma fue de 152 casos y su prevalencia de 395 casos. Es
importante mencionar que nuevamente la diabetes y desnutricion son las enfermedades

gue con mas frecuencia se asocian a la presencia de MDR-TB.
2.5 Tuberculosis extrapulmonar

La presentacion y manifestaciones clinicas de la TB dependen del sitio
anatomico afectado. De acuerdo a los datos del SUIVE en el periodo de 2000 a 2010
de los 197,211 casos de TB la localizacion extrapulmonar mas frecuente fue la
ganglionar (4.7%), seguida por TB miliar (1.5%), renal (1.5%), meningea (1.2%),
intestinal (1.0%) y 6sea (0.9%) (4).

El diagndstico de la TBE en ausencia de afeccion pulmonar presenta dificultades
clinicas y técnicas importantes, debido a que con frecuencia las manifestaciones
clinicas son inespecificas (linfadenopatia crénica, derrame pleural, ascitis, osteomielitis
vertebral o piuria estéril) (26). Por otro lado, con frecuencia es necesario el empleo de
métodos invasivos para la obtencion de muestras biologicas que permitan el
diagndéstico microbioldgico. La carga bacilar en la mayoria de los casos de tuberculosis
extrapulmonar (TBE) es menor que en los casos de TBP, lo cual disminuye la
probabilidad de observar por tincibn de ZN a los microorganismos, asi como el

rendimiento diagndstico del cultivo.

Es por ello que los estandares internacionales para el diagnostico y tratamiento
de tuberculosis, indican que en todo paciente con sospecha de TBE se debe colectar
una muestra adecuada para microscopia, cultivo y estudio histopatoldgico, lo anterior

debido a que solamente 5 a 10% de las muestras son positivas para tincion de ZN (11).

En algunos casos, es necesario iniciar el tratamiento antibidético de manera

empirica, mientras se esperan los resultados del cultivo.

Una de las manifestaciones mas graves de la TB es la afeccion del sistema
nervioso central, la cual se presenta en la mayoria de los casos como meningitis y con

menor frecuencia como tuberculomas o abscesos cerebrales (23). La meningitis
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tuberculosa presenta caracteristicas clinicas similares a otras neuroinfecciones; sin
embargo, esta infeccion tiene predileccion por localizarse en la porcion basal de las
meninges, Yy son frecuentes las complicaciones vasculares en esta area (vasculitis del
poligono de Willis o de la circulacion vertebrobasilar). Otra complicacion frecuente es la
obstruccion del flujo del LCR y como consecuencia hidrocefalia. La mortalidad de la TB
meningea (TBM) es de 15 a 60% y hasta 30% de los pacientes que sobreviven a la
infeccion presentan secuelas neurologicas graves (23). El diagndstico y tratamiento
tempranos son fundamentales, debido a que el inicio tardio del tratamiento es uno de

los principales predictores de mortalidad en estos pacientes (24).
Métodos diagnosticos

Un amplio grupo de técnicas de laboratorio ha sido desarrollado para el
diagnéstico de TB, entre las que se incluye la tincion de ZN, el cultivo de micobacterias
y la prueba de amplificacién de acidos nucleicos (NAAT); el primero de ellos posee la
ventaja de ser un estudio rapido y barato y su principal inconveniente es la sensibilidad
diagnéstica baja (1); con respecto a los cultivos en medios solidos, poseen la ventaja de
permitir la observaciéon de la morfologia colonial que es de mucha ayuda para realizar la
identificacion sobre todo en micobacterias no tuberculosis lamentablemente el
crecimiento de las micobacterias es lento y habitualmente los cultivos son de poca
utilidad en la decision del inicio del tratamiento; finalmente la NAAT permite tener
resultados el mismo dia, tiene una sensibilidad y especificidad superior al de la
baciloscopia, sin embargo es una tecnologia relativamente cara, que no permite

distinguir entre microorganismos viables de no viables.
3.1 Tincién &cido-alcohol resistente

La tincion de Ziehl-Neelsen, se basa en la capacidad de las micobacterias de
resistir la decoloracion inducida por alcohol-acido después de haber sido tefiido con
colorante basico. Esta propiedad se debe a los acidos micolicos de la pared celular que
al ser calentada permite el paso de colorante. Posteriormente, al momento de enfriar la
muestra el colorante basico (carbol-fucsina) queda incluido dentro de la pared celular y

al ser teflido nuevamente el frotis con colorante de contraste (azul de metileno) los
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bacilos se tifien de color rojo y en el caso de los BAAR del CMTB presentan formacion
de cordones. Los organismos aparecen como bacilos de 2 a 4 micras de largoy 0.2 a 5
de ancho. Se estima que 5,000 a 10,000 organismos/ml de esputo se requieren para
observar un frotis positivo (1). La sensibilidad de la tincion de ZN es de 22% a 60%
para muestras de expectoracion y de 10% a 91% en muestras en LCR dependiendo del
volumen de liquido analizado y el tiempo empleado en su evaluacion, sin embargo, la

mayoria de las series han reportado valores inferiores al 50% (23, 50, 53, 54).

3.2 Cultivo

El diagnéstico definitivo de la TB se realiza con el cultivo de especimenes
clinicos. Las muestras de esputo o tejido requieren de un proceso de digestion y
descontaminacion de la muestra para inocular los medios de cultivo. Los medios de
cultivo para micobacterias son enriquecidos y selectivos, los mas utilizados son: medio
Lowenstein-Jensen a base de huevo (LJ), agar Middlebrook 7H10 y el caldo
Middlebrook 7H9. EIl crecimiento es mas rapido con incubacion en atmdsfera de 5-10%
de CO, Los cultivos liquidos requieren de 1 a 3 semanas de incubacion para la
deteccion del crecimiento de los bacilos, en comparacion con el medio sélido, los cuales
requieren de 3 a 8 semanas. Sin embargo, en medios soélidos se puede observar la
morfologia colonial, la deteccidén de cultivos mixtos, que ocasionalmente pueden soélo

crecer en medios solidos (1).

Los sistemas comerciales automatizados facilitan el cultivo de micobacterias. El
monitoreo del crecimiento de las micobacterias es mediante la deteccién de la
produccion de CO, o el consumo de O, a través de indicadores colorimétricos o
fluorométricos, uno de los sistemas mas usados es el medio MGIT (Becton Dickinson
Microbiology Systems, Sparks, MD), en el que se detecta el crecimiento en 1 a 3

semanas (6).

Actualmente, se recomienda que todas las muestras con sospecha de TB, sean
inoculadas tanto en un medio solido y en uno liquido, para incrementar la sensibilidad

del cultivo. Como se ha mencionado el crecimiento de las micobacterias es lento y por
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lo tanto los cultivos para micobacterias resultan de poca utilidad en la toma de
decisiones para el inicio de tratamiento sobre todo en pacientes con meningitis que es

una infeccion grave.

3.3 Pruebas de amplificacion de &cidos de nucleicos
Los ensayos de amplificacién de acidos nucleicos, son métodos para la deteccion
directa de DNA de M. tuberculosis en muestras clinicas.

La amplificacion de acidos nucleicos es posible mediante la técnica de reaccion
de la polimerasa en cadena (PCR), desarrollada en 1983. EI método se basa en un
ciclo térmico, que consiste en ciclos de calentamiento y enfriamiento repetidos que
permiten la replicacion enzimatica de ADN. Los componentes clave son fragmentos
cortos de ADN (“primer”) junto con una polimerasa de ADN. A medida que el proceso
progresa, el ADN generado es en si mismo utilizado como una plantilla para la
replicacion, poniendo en marcha una reaccion en cadena hasta obtener ADN en forma

exponencial.

En la técnica de PCR convencional, para comprobar si se ha generado el
fragmento de ADN esperado, se emplea electroforesis en gel de agarosa para la
separaciéon por tamafio de los productos de ADN producidos. El tamafio de los
fragmentos de ADN se compara con marcadores de peso molecular que se corren en el
mismo gel de agarosa.

Actualmente existe el procedimiento de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (PCR-TR), el cual sigue el principio general de la reaccion de la polimerasa
en cadena; su caracteristica clave es que el ADN amplificado se detecta en tiempo real.
Este es un nuevo enfoque en comparacion con la PCR estandar, en la que se detecta el
producto de la reaccion al final. Dos métodos comunes para la deteccion de productos
de PCR-TR son: el uso de compuestos fluorescentes que se intercalan con cualquier

secuencia de ADN de cadena doble o el uso de oligonucle6tidos marcados con un
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compuesto fluorescente que permite la deteccion sélo después de la hibridacion de la
sonda con el ADN blanco complementario.

La sensibilidad de la amplificacion de acidos nucleicos esta en un punto
intermedio entre la tincion de ZN y el cultivo. Para especimenes con baciloscopia
positiva, la sensibilidad y la especificidad de la amplificacion de acidos nucleicos excede
el 95%. Para los casos con baciloscopia negativa, la sensibilidad oscila entre 40% a

77% y la especificidad sigue siendo mayor del 95% (8).

La Food and Drugs Administration FDA en el afio 2010 publicé una actualizacion
de las guias para el uso de amplificacion de acidos nucleicos en el diagnéstico de TB
en muestras respiratorias (31). El sistema The Amplified Mycobacterium tuberculosis
Direct Test (MTD, Gen-Probe, San Diego, California) (36) fue aprobado en 1995 para su
uUSO con muestras respiratorias con baciloscopia positiva y en un suplemento posterior
en 1999 una prueba MTD mejorada fue aprobada para su uso en muestras respiratorias
de pacientes con sospecha de tuberculosis con baciloscopia negativa. Ademas, el
sistema Amplicor Mycobacterium tuberculosis Test (Amplicor, Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland) fue aprobado por la FDA en 1996 para su uso en muestras

respiratorias de pacientes con sospecha de tuberculosis con baciloscopia positiva (35).

Una de las limitantes de ambas pruebas es que la presencia de ciertas
sustancias (hemoglobina, heparina, lidocaina entre otras) en las muestras clinicas son
inhibitorias de la reaccién y ocasionan resultados falsos negativos. Dicho efecto es mas
pronunciado en muestras no refrigeradas. El sistema MTD detecta este tipo de
inhibidores invalidando la muestra, lo que permite disminuir la tasa de falsos negativos
(21, 27).

Tanto MTD como Amplicor se basan en la amplificaciéon del elemento de

insercion 1S6110, un elemento de ADN especifico del CMTB que permite diferenciar

M. tuberculosis de otras micobacterias no tuberculosas (37). 1S6110 se encuentra
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altamente conservado en el CMTB debido a la ausencia de recombinacion genética
con otras bacterias a lo largo de su evolucion (38).

En 1994 Hunt y colaboradores describieron por primera vez el uso de NAAT para
la deteccion simultanea de MTB vy la resistencia a rifampicina utilizando el gen rpoB
como blanco de amplificacién, sin embargo la complejidad del ensayo impidié su uso
rutinario, de manera inicial. (39). La ventaja de este nuevo blanco radica en que es
100% especifico para MTB y la mutacion de la region “hot spot” de 83 pares de bases
se encuentra presente en el 95 a 98% de las cepas que muestran resistencia a
rifampicina (3, 18, 34). Raja y cols., en el aflo 2005 fueron los primeros en utilizar la
plataforma GeneXpert como un novedoso sistema automatizado de NAAT que permite
el procesamiento de muestras biolégicas con minima intervencion humana y un

desempefio equivalente a otras técnicas de PCR (40).

En el aflo 2009, Helb y colaboradores adaptaron la plataforma automatizada
GeneXpert para el diagnéstico de TB, en esta plataforma se utiliza el gen rpoB como
blanco de amplificacion (Xpert MTB/RIF). Ellos probaron 107 muestras de
expectoracion congeladas provenientes de Uganda y Vietham, en dicho estudio se
reporté la capacidad bactericida del reactivo de la muestra, el limite de deteccion en
UFC de la prueba y la reaccion cruzada con otras especies de micobacterias no
tuberculosas. Posteriormente, Boehme y colaboradores llevaron a cabo los primeros
dos estudios clinicos multicéntricos patrocinados por la Foundation for Innovative New
Diagnostics (FIND) en los que se evalud el desempefio del sistema Xpert MTB/RIF
(Cepheid, Sunnyvale, USA) en muestras respiratorias. EIl primero de ellos se llevo a
cabo en Sudafrica, Perq, India y Azerbaiyan, en donde se reclutaron 1730 pacientes y
se procesaron tres muestras de expectoracion de cada uno de ellos. una para cultivo en
medio liquido, otra para cultivo en medio sdlido y la ultima se utiliz6 para la pueba
Xpert MTB/RIF; este estudio demostrd una sensibilidad (Se) de 98.2% en las muestras
con baciloscopia positiva y de 72.5% en las muestras con baciloscopia negativa. El
segundo estudio se incluyeron 6648 pacientes en Sudafrica, Perd, India, Azerbaiyan,
Filipinas y Uganda a todos ellos se les realizo cultivo de micobacterias y prueba NAAT
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Xpert MTB/RIF, este estudio mostré6 una Se de 90.3% y 76.9% para muestras
respiratorias con baciloscopia positiva y negativa respectivamente (32, 33).

Posterior a la publicacién de los estudios de Boehme y cols., la OMS avalo el uso
del sistema Xpert MTB/RIF para el diagndstico de TBP en adultos y nifios (6). En un
metandlisis publicado en 2012, el cual incluyé 18 estudios y 10,224 muestras,
emplearon el sistema Xpert MTB/RIF, se reporté una sensibilidad (Se) y especificidad
(Es) de 90.4% y 98.4% respectivamente para el diagnéstico de TBP y en el diagndstico
de TBE, Se de 80.4% y Es de 86.1% (9).

Otro metanalisis reciente publicado en 2013, el cual, incluy6 18 estudios en
pacientes adultos, demostré una Se y Es de 88% y 98% respectivamente para el
diagnostico de TBP cuando se emple6 Xpert MTB/RIF como Unico método diagnéstico
y una Se de 67% y Es de 98% cuando se empled Unicamente en muestras con

baciloscopia negativa (10).

Posterior a la validacion del sistema Xpert MTB/RIF se comenzaron a publicar
estudios comparativos del desempefio diagnostico de la plataforma Xpert MTB/RIF con
otras NAAT basados en amplificacion de 1S6110 en muestras pulmonares. En 2011
Scott y cols., compararon la plataforma Xpert MTB/RIF con los sistemas MTBDRplus
(Hain Lifescience) y LightCycler Mycobacterium Detection (LCTB, Roche) en donde
reportaron una Se superior para el sistema Xpert MTB/RIF (Se 86%, 76% y 76 %
respectivamente) (48). En 2013 Antonenka y colaboradores informaron una Se de
74.6% para Xpert MTB/RIF y Se de 79.1% para ProbeTec ET DTB (DTB, Becton
Dickinson) (49).

. Xpert MTB/RIF y tuberculosis extrapulmonar

Hasta ahora, han sido pocos los estudios que han evaluado la utilidad de Xpert
MTB/RIF en el diagnéstico de tuberculosis extrapulmonar. La cantidad de muestras
incluidas en dichos estudios es heterogénea, con poblaciones que van de 5 a 1476
muestras, en dichos estudios la Se de la prueba se encontro entre 25 y 96.6%, siendo
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en 8 de los 9 estudios superior al 50% (21, 22, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47). La variacion
de la Se presentada en estos estudios se ha atribuido de manera inicial a las
diferencias en las caracteristicas de las poblaciones en las que se ha evaluado el
sistema Xpert MTB/RIF, sin embargo en algunos estudios se ha sugerido que el
proceso de descontaminacion asociado con el bajo inoculo de las muestras
extrapulmonares podria influir de manera negativa en la Se de la prueba. Por otra parte
Vadwai y cols., en uno de los estudios mas grandes que se han publicado en el uso de
Xpert MTB/RIF para el diagnéstico de TB extrapulmonar ha sugerido realizar
centrifugacion de la muestra antes del procesamiento de la misma con la finalidad de
aumentar el rendimiento diagnéstico (42). En la siguiente tabla se muestra una breve

descripcion de estos estudios.

Pais Muestras  Muestras  Muestras con Estandar de referencia Se de Xpert Es de Xpert
pos. neg. resultado pos. MTB/RIF MTB/RIF
(95% IC) (95% IC)

Causse vy Espafia 41 299 Ganglios 16 Cultivo (medio sdlido o liquido) 95-1% (83.5- 100% (98-8-
cols. (21) LCR & 99-4) 100)

Liquido pleural 4

Absceso 5
Armand vy Francia 37 0 Ganglios 18 Cultivo (medio sélido o liguido) 53-1% (34-7- ND
cols. (22) Liguido pleural 7 70-9)

Hueso 6

Absceso 5
Zeka y cols. Turquia 48 128 ND Cultivo [medio sdlido o liquido) o 54-2% (40-3— 100% (97-2-
(41) cuadro clinico compatible o estudio 67-4) 100}

radioldgico o estudio histopatolégico

Vadwai vy India 283 250 Biopsias 105 Constructo diagndstico de 80-6% (75-5— 99-6% (97-8—
cols. (42) Exudado 98 baciloscopia, cultivo, cuadro clinico, 85:0) 100)

LCR 1 radiologia e histologia.
Ligthelm y Sudafrica 30 18 Ganglios 30 Imagen histoldgica compatible con TB  96:6% (86:6— B88:9% (69-6=
cols. (43) + baciloscopia * cultivo 100} 100}
Moure y Espafa 108 41 Ganglios 34 Cultivo (medio sélido o liquido) 58-3% (48-5- 100% (91-4—
cols. (44) Liquido pleural 26 67'8) 100)

LCR 2
Friedrich y Sudafrica 20 5 Liguido pleural Cultive (medio liquide) 25-0% (87— 100% (47-8—
cols. (45) 49-1) 100)
Hilleman y Alemania 45 450 Biopsias 30 Cultivo (medio sélido o liquido) 77:3% (60:-5— 98:2% (96-0—
cols. (46) Orina 5 87-1) 98-9)

Heces 2
Tortoli vy Italia 268 1206 Biospias 94 Cultivo [medio sdlido o liguido) o 81.3% (76:2= 99:8% (99-4-
cols. (47) Exudado 55 estudio  radiolégico o  estudio 85-8) 100)

LCR 14 histopatolégico compatible con TB

Liquido pleural 18

Tabla 1. Resumen de los estudios sobre el desempefio diagndstico de la prueba Xpert MTB/RIF para TBE.

Los estudios que comparan el desempefio diagndstico del sistema XpertMTB/RIF
con otras plataformas de NAAT basadas en la amplificacion de 1S6110 en muestras
extrapulmonares muestran resultados contradictorios. En 2011, Causse y cols., (21)

informaron una Se de 95% para la Xpert MTB y Se de 78% con la plataforma TagMan
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Cobas en muestras extrapulmonares, mientras que en el mismo afio Armand y cols.,
(22) reportaron una Se mayor (78% vs 53%) de una PCR casera basada en I1S6110 al

ser comparada con Xpert MTB/RIF en muestras extrapulmonares.

La Organizacién Mundial para la Salud (OMS) considera un caso definitivo de
TB, cuando se demuestra la presencia de M. tuberculosis en un espécimen clinico
mediante baciloscopia, cultivo o método molecular (5, 11). En 2011, la OMS avalo el
uso del sistema Xpert MTB/RIF para el diagnéstico de TB en muestras de
expectoracion tanto de adultos como nifios (6); sin embargo el uso de este ensayo en el
diagndstico de TBE aun no se ha sido avalado y la evidencia para su uso en este tipo

de muestras es escasa.

Otra de las ventajas que presenta el sistema Xpert MTB/RIF sobre el resto de las
NAAT es la capacidad de detectar resistencia a rifampicina, la cual coexiste en el 95%
de los casos con resistencia a isoniazida. Esto respresenta una importante ventaja
sobre todo en los casos de pacientes previamente tratados en los cuales la resistencia
aINHy RIF esde 13% a 17% (51, 52).

Por lo todo lo anterior no existen métodos ideales para el diagnéstico de la

tuberculosis, ya que cada uno de ellos posee ventajas y limitaciones.

. Antecedentes particulares del proyecto

En el periodo comprendido de junio de 2012 a febrero del 2013, se realiz6 la
evaluacion del sistema XpertMTB/RIF en muestras clinicas extrapulmonares referidas
para realizacién de PCR para TB y cultivo de micobacterias al LMC del INCMNSZ. Para
este proposito, ademas del procesamiento habitual (Tincidon ZN, determinacion de
NAAT por TIB MOLBIOL y cultivo de micobacterias en medio sélido y liquido), se realizé
la NAAT mediante XpertMTB/RIF en los casos en que existia muestra clinica

disponible. Cabe mencionar que los resultados de la plataforma en evaluacion no
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fueron reportados, debido a que el significado biolégico y el rendimiento diagndstico de
la NAAT por XpertMTB/RIF eran inciertos en el laboratorio.
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6. Definicién del problema

La TB es frecuente en México y hasta en 20% de las ocasiones se presenta en
forma extrapulmonar. Esta presentacion se asocia a una mayor mortalidad, en relacion
con factores del hospedero (edad avanzada, comorbilidades) asi como al retraso en el
diagnostico e inicié en el tratamiento. Dentro de las localizaciones extrapulmonares, la
tuberculosis del SNC, se considera la forma mas grave en la cual, el diagndstico e inicio
de tratamiento temprano, impactan de manera favorable en el prondstico del paciente.
Sin embargo, las herramientas diagndsticas, disponibles en la actualidad, tienen un
pobre desempefio y en pocas ocasiones, modifican la conducta terapéutica inicial. Por
otro lado a pesar de que la plataforma Xpert MTB/RIF ha demostrado ser de utilidad en
el diagnostico temprano de TBP, su uso no ha sido suficientemente estudiado en

muestras extrapulmonares.
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7. Justificacion

En la actualidad no hay métodos diagnosticos ideales para la TB, cada uno de

ellos posee ventajas y limitaciones.

Por ello, los estandares internacionales para el diagnostico y tratamiento de TB
(10), indican que en todo paciente con sospecha de TBE se debe colectar una muestra
adecuada para microscopia, cultivo y estudio histopatologico, esto debido a que
solamente un 5 a 10% de las muestras son positivas para tincion ZN. Ademas en
algunos casos en particular sera necesario iniciar el tratamiento antibiético en espera de

los resultados del cultivo.

En México en donde un 15.3% de las 2225 defunciones causadas por la TB en el
afio 2009(3), corresponden a patologia extrapulmonar y donde la baciloscopia es el
método diagnostico en el 73% de los casos detectados; es necesario buscar una
herramienta diagnéstica que provea de una mayor precisidbn diagndstica en poco
tiempo, con la finalidad de evitar retraso en el tratamiento y exposicidon a tratamiento de

manera innecesaria a los pacientes (10).

En la actualidad informacion respecto al desempefio de la NAAT mediante el
sistema Xpert MTB/RIF para el diagnostico de TBE es escasa y la mayoria de los
estudios realizados a la fecha incluyen pocos casos de meningitis tuberculosa, la cual
es considerada la forma mas grave de afeccion pulmonar y donde es aun mas
importante el diagndstico y tratamiento temprano. La NAAT Xpert MTB/RIF ha
demostrado ventajas en el diagnéstico y tratamiento temprano de la TBP, las cuales de
ser aplicables a los casos de TBE permitiria realizar un diagnostico y tratamiento

temprano y de esta manera mejorar el prondstico de estos enfermos.
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8. Hipotesis

La amplificacion de acidos nucleicos mediante el sistema Xpert MTB/RIF tiene
mayor sensibilidad y especificidad que la amplificacion de acidos nucleicos mediante
PCR en tiempo real utilizando el sistema TIB MOL BIOL en el diagnostico de TBE

considerando al cultivo de micobacterias como método de referencia.

9. Objetivos
9.1 Objetico general

Comparar la sensibilidad y especificidad de la amplificacién de acidos nucleicos
mediante el sistema Xpert MTB/RIF y de amplificacion de acidos nucleicos utilizando
PCR en tiempo real utilizando el sistema TIB MOL BIOL en el diagnostico de TB

extrapulmonar considerando al cultivo de micobacterias como método de referencia.
9.2 Objetivos especificos

9.2.1.- Comparar la sensibilidad y especificidad de la amplificacion de é&cidos
nucleicos en tiempo real mediante el sistema Xpert MPTB/RIF y de amplificacion de
acidos nucleicos utilizando PCR en tiempo real utilizando el sistema TIB MOL BIOL en
LCR para el diagnéstico de TBM considerando al cultivo de micobacterias como método

de referencia.

9.2.2.- Comparar la sensibilidad y especificidad de la amplificacion de acidos
nucleicos en tiempo real mediante el sistema Xpert MTB/RIF y de amplificacion de
acidos nucleicos utilizando PCR en tiempo real utilizando el sistema TIB MOL BIOL en
tejidos de biopsias, abscesos y liquidos para el diagnéstico de TB extrapulmonar
considerando al cultivo de micobacterias como método de referencia.

9.2.3.- Describir los factores inherentes al paciente que modifican el desempefio

de la prueba Xpert MTB/RIF en el diagndstico de TB extrapulmonar.

9.2.4.- Describir los factores inherentes a la muestra que modifican el

desemperio de la prueba Xpert MTB/RIF en el diagnéstico de TB extrapulmonar.
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9.2.5.- Describir la correlacion entre la resistencia a rifampicina demostrada por el
estudio de Xpert MTB/RIF y la resistencia demostrada por el laboratorio de

microbiologia.

27



10. Método
10.1 Disefo del estudio

Se realizara un estudio de pruebas diagnosticas en el cual se calculara la Se y
Es de dos métodos de amplificacion de acidos nucleicos considerando el cultivo de
micobacterias como método de referencia y ademés de manera exploratoria se usara
un constructo diagnéstico basado en los datos clinicos (sintomatologia, tiempo de
evolucion de la misma, resultado de estudios radiograficos y resultados de otros
estudios de laboratorio) recabados de manera retrospectiva de los expedientes a los

que se tenga acceso.

10.2 Poblaciéon de estudio
i Criterios de inclusion

Todas las muestras no respiratorias de pacientes con sospecha de tuberculosis
extrapulmonar, que hayan sido incluidas en el protocolo de evaluacion de la prueba
Xpert MTB/RIF en el laboratorio de microbiologia clinica del INCMNSZ en un periodo

comprendido de 8 meses.

il. Criterios de exclusion
Muestras en las que no se haya realizado cultivo.
iii. Criterios de eliminacion

Muestras que tengan resultado invalido en cualquiera de las pruebas de biologia

molecular.
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10.3 Variables

- Positividad de cultivo de micobacterias

Definido como crecimiento de micobacterias del CMTB (confirmado mediante el kit
Accuprobe M. tuberculosis complex culture confirmation® ) en cultivo sélido o liquido en

un periodo comprendido de 8 semanas a partir de la fecha de incubacion.
- Positividad de la NAAT Xpert MTB/RIF

Definido como la amplificacién en al menos dos de los cinco primer utilizados por
la prueba en menos de 38 ciclos con una diferencia de menos de 3.5 ciclos entre una

curva de amplificacion y otra.
- Positividad de la NAAT TIB MOLBIOL

Definido como la presencia de una curva de amplificacion positiva compatible
con M. tuberculosis en una prueba con criterios de validez de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.
- Resistencia a rifampicina por la NAAT Xpert MTB/RIF

Definido como la ausencia de una curva de amplificacion de al menos uno de los
cinco primer o retraso en la amplificacion de al menos uno de los primer mayor a 3.5

ciclos con respecto a los demas.
- Cambios radioldgicos compatibles con meningitis tuberculosa
Definido como la presencia de hidrocefalia, aracnoiditis basal, infartos en

ganglios basales y/o territorios de arterias talamoperforantes o0 presencia de

hiperdensidad en cisternas basales en un estudio no contrastado (61, 62).
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- Tiempo de evolucion

Definido como el periodo comprendido desde el inicio de la sintomatologia hasta
la fecha de toma de la muestra biolégica enviada al laboratorio de microbiologia clinica
del INCMNSZ.

- Andlisis estadistico

Las variables cualitativas dicotomicas se expresaron en frecuencias y porcentaje.
En el caso de las variables continuas los datos se expresaron en medianas e intervalos
intercuantilicos. Para el analisis inferencial se realizd un modelo bivariado por medio de
la prueba de Chi® para las variables dicotémicas y Kruskal wallis para las variables
numeéricas con uso de prueba exacta de Fisher para el calculo de OR.

Este analisis se realiz6 en una base de datos en la cual se capturo la informacion

recolectada de cada paciente y se utilizo el software de STATA version 11.2.
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11. Metodologia de laboratorio

11.1 Proceso de digestion y descontaminacion de la muestra (a excepcion de

muestras de LCR)

Se realiz6 por al método N-Acetil-L-cisteina-Hidréxido de Sodio (NALC-NaOH)
descrito por Kubica y col. 1985. En breve, cada muestra se traté con 5 ml de NALC-
NaOH (0.8 g / 150 ml) durante 15 min, con 3 agitaciones intermedias en intervalos de 5
min. Posteriormente, a cada muestra se le agregé amortiguador de fosfatos 0.067 M
(Na_;HPO,4, KH,PO,) hasta aforar a 45 ml y se agitdé con un agitador de remolino para
lavar la muestra. Se centrifugd a 4000 rpm durante 20 min a 4°C. Se decantod el
sobrenadante, se homogeneiz6 el paquete celular y con una gota de éste, se realizé un
frotis el cual se tiid por Auramina-Rodamina (AR), si en la tincion se observaba la
presencia de bacilos, el frotis se tiid nuevamente con tincién de Z-N para confirmar la
presencia de BAAR. Por otro lado, el sedimento restante se neutralizd6 con amortiguador
de fosfatos hasta ajustar a pH 7.

11.2 Cultivo

Del sedimento neutralizado se inocularon 0.5 ml en medio sélido Lowenstein-
Jensen (LJ) y 0.5 ml en medio liquido MGIT (por sus siglas en inglés, Tubo indicador de
crecimiento de micobacterias) enriquecido con 0.8 ml de suplemento OADC y la mezcla
antimicrobina PANTA PLUS (Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD),
posteriormente los medios sélidos se incubaron a 37 °C con 7.5 % CO; durante 8
semanas y el medio liquido se incubd en el instrumento MGIT 960 a 37°C durante 56
dias. Del crecimiento del cultivo en LJ, se realizd un frotis y se tifid por Z-N, para
busqueda de BAAR. Si a las 8 semanas de incubacién no se observé desarrollo, el

medio de cultivo se desechd.
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11.3 Identificacion del CMTB

A partir del medio liquido MGIT positivo, se realizd la identificacion con el kit
Accuprobe M. tuberculosis complex culture confirmation® (Gen-Probe, San Diego,

California, USA) segun las instrucciones del fabricante.
11.4 Amplificacién de acidos nucleicos (TIB MOLBIOL)

Se utilizé6 el equipo LightMix for the detection of Mycobacterium spp./M.
tuberculosis (TIB MOLBIOL, Bmbh, Alemania), la mezcla de reaccion para la

amplificacion se realizé segun las instrucciones del fabricante.
11.5 Amplificacién de acidos nucleicos (Xpert MTB/RIF)

Se utilizé el equipo Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, USA), la reaccion de

amplificacion se realizé segun las instrucciones del fabricante.
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12. Resultados
12.1 Poblaciéon estudiada

Durante el periodo de estudio se incluyeron 169 muestras, de las cuales 124
fueron de liquido cefalorraquideo, cinco de liquido pleural, cuatro de liquido de ascitis,
dos de liquido pericardico, dos muestras intraoculares, cuatro aspirados de absceso,
dos biopsias pleurales, dos biopsias de higado, cuatro biopsias de piel, cuatro biopsias
de pulmoén, tres de biopsia de ganglio, tres biopsias de ileon, una biopsia meningea,
una biopsia de bazo, una biopsia de muslo y siete biopsias no clasificadas. Los datos

clinicos se obtuvieron del expediente de 111 casos.
12.2 Caracteristicas socio-demograficas de la poblacion y su relacion con TB

El 63% (70/111) de los sujetos de los que se obtuvo informacion clinica fueron
hombres, la mediana de edad al momento del estudio fue 45.5 afios (IIC 30-59). La
mediana de indice de masa corporal (IMC) fue 23.4 kg/m? (IIC 20.83-25.56).

Con respecto a las comorbilidades presentes en la poblacion estudiada, el 12%
(14/111) de los pacientes tenia diabetes mellitus (DM), con una mediana de evolucion
de 17 afios (IIC 4.5-23), 10% (10/111) padece LES con una mediana de tiempo de
diagndstico de 2 afios (IIC 1-13 afios). El 20% (22/111) de los pacientes tiene infeccion
por VIH con una mediana de 1.5 afos (IIC 1-7), el 68% (15/22) se encontraba en
estadio clinico C3 y 63.6% (14/22) recibia tratamiento antirretroviral. Un 21.6% (24/111)
recibia esteroides de manera cronica por diversas indicaciones médicas, con una
mediana de 27.5 mg/prednisona/dia (ICC 8.75-50) y una mediana de 19.5 meses (ICC
2-42 meses) de consumo.

Al momento de la toma de la muestra el 32% (35/111) de los pacientes se
encontraba recibiendo tratamiento antibiético por diversas indicaciones, de estos el 11%

(4/35) se encontraba recibiendo quinolonas y el 8% (3/35) carbapenémicos.

El resto de las caracteristicas demograficas y su relacion con la presencia de TB

se resume en las tablas 2, 8, 9y 10.
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12.3 Caracteristicas de los pacientes con VIH

Del total de expedientes revisados, el 19.8% (22/111) de los pacientes
presentaban infeccion por VIH, de los cuales el 63.6 % (14/22) se encontraban en
estadio clinico C3. El resto de las caracteristicas de este grupo de pacientes y la

relacion de las mismas con la presencia de TB se resumen en las tablas 3,11, 12y 13.
12.4 Caracteristicas de los pacientes con sospecha de neuroinfeccion

Se revisaron 90 expedientes de pacientes con sospecha de neuroinfeccion, la

informacion de los mismos se resume en las tablas 4, 5,6y 7.
12.5 Determinacion de la sensibilidad y especificidad por tipo de muestra.

En la tabla 15 se observa un resumen de los célculos de Se y Es para los

diferentes tipos de muestras analizadas.
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13.Discusion
En el presente estudio, la NAAT mediante Xpert MTB/RIF demostrd ser superior
a la NAAT TIBMOL BIOI, en muestras diversas de pacientes con sospecha de TBE

usando como estandar de referencia el cultivo.

Es el primer estudio en México en el que se ha evaluado el rendimiento
diagnostico del sistema Xpert MTB/RIF en muestras extrapulmonares, en este estudio
se incluyeron 124 muestras de LCR, la segunda poblacion mas grande de muestras de
este tipo en un estudio publicado hasta la fecha, solo después del estudio publicado por

Tortoli y cols.

La Se reportada para la plataforma Xpert MTB/RIF en el total de las muestras fue
de 60% (IC 26% - 87%) con una Es 97% (IC 93% - 99%), lo que va acorde con la
mayoria de los estudios publicados a la fecha y con una Se muy superior a la
encontrada en la plataforma TIB MOLBIOL que de manera general se encontré Se de
20% (IC 2% - 55%).

Hasta la fecha se han publicado 5 estudios de evaluacion del sistema Xpert
MTB/RIF en el diagnostico de TBE en los que se han incluido muestras de LCR (21, 42,
44, 46, 47).

En el primero de ellos publicado por Causse y cols., se incluyeron 50 muestras
de LCR pero no se reportd Se para ese grupo especifico; el segundo estudio
presentado por Vadwai y cols., reportdé una Se de 29% (IC 4% - 71%), muy por debajo
de la Se para el resto de muestras, la explicacion que dieron los autores a este hecho
fue el escaso volumen de la muestra (2.5 ml) y la naturaleza paucibacilar de la TBM por
lo que propusieron centrifugar la muestra previo al procesamiento con la finalidad de
aumentar el rendimiento diagnéstico. En 2011 Moure y cols., publicaron otro estudio en
el que se incluyeron 14 muestras de LCR de las cuales solo dos tuvieron cultivo
positivo, y no fue posible obtener conclusiones. Finalmente, el estudio publicado por
Hillemann y cols., incluyd 19 muestras de LCR, sin embargo en este estudio no pudo

calcularse la Se ya que no hubo resultados positivos con el estandar de referencia.

35



El estudio mas grande publicado hasta la fecha sobre el uso de Xpert MTB/RIF
en muestras extrapulmonares, fue realizado por Tortoli y cols., en 2012, se incluyeron
1476 muestras, de las cuales 133 (9%) fueron de LCR. En dicho estudio se utilizé como
estandar de referencia el cultivo positivo para microorganismos del CMTB y de manera
alterna en pacientes con cultivo negativo se utilizé la presencia de signos radiolégicos o
histolégicos de TB asociado a mejoria del cuadro clinico posterior al inicio de
tratamiento antituberculoso. La Se global reportada por el grupo de Tortoli fue de 81.3%
(IC 77% - 86%) y para muestras de LCR fue de 85.7% (IC 67% - 104%).

En este estudio nosotros reportamos 10 muestras con cultivo positivo, 1o que
representa el 6% del total de la poblacién analizada, un namero inferior a lo reportado
en los estudios realizados por Causse y cols., Hilleman y cols., y Tortoli y cols., en
paises de prevalencia moderada o baja, en los cuales el porcentaje de cultivo positivo
fue 12%, 11.9% y 16% respectivamente. Una posible explicacion de esos hallazgos es
que el 73% de muestras procesadas en este estudio fueron de LCR, y de ellas solo

un 12% cumplieron criterios de meningitis linfocitica (24).

En el grupo de muestras de LCR, la Se reportada para la plataforma Xpert
MTB/RIF fue 71% (IC 29% - 96%) y Es 99% (IC 95% - 99%) ( similar a la reportada por
Tortoli y cols.,), en comparacién con la prueba TIB MOLBIOL cuya Se y Es fue 0.28
(0.03-0.70) y 0.98 (0.93-0.99) respectivamente. Aun cuando ambas pruebas muestran una Es
similar, los valores de LR negativo cercanos a la unidad de las pruebas Xpert 0.28 (0.15-0.67) y
TIBMOLBIOL 0.72 (0.48-0.97) sugieren que un resultado negativo ambas pruebas no es capaz

de descartar la presencia de TB.

En lo que respecta a la Se reportada para biopsias, liquidos y abscesos fue de
33% (IC 0% - 90%). Previamente otros estudios reportaron un rendimiento diagnostico
inferior en los liquidos obtenidos de cavidad pleural y abdominal. En el estudio
publicado por Tortoli y cols., la Se en muestras de liquido pleural fue de 44% (IC 21% -
67%) y para liquidos de otras cavidades (incluido el liquido de ascitis) fue 50% (IC 19%
- 81%); en el estudio de Moure y colaboradores la Se reportada fue de 26.9% para
liquido pleural y 40.5% para todos los liquidos obtenidos de cavidades y el estudio de
Friedrich y cols., demostré una Se 25% en liquido pleural.
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Las explicaciones que se han dado por el bajo rendimiento de las NAAT en las
muestras de liquidos estériles incluyen la naturaleza paucibacilar en este tipo de
infecciones, la presencia de inhibidores y el proceso de descontaminacion previo al
procesamiento de la muestra. Lo anterior contrasta con el estudio publicado por Vadwai

y cols., en el que la Se reportada en liquido pleural fue del 63% (IC 42% - 81%).

Con respecto a los factores de riesgo asociados a la aparicion de TBE,
solamente la presencia de infeccion por VIH logré una asociacion estadisticamente
significativa con el cultivo, [OR de 4.7 (IC 0.78 — 27.4)], sin que esta asociacion se
mantuviera con la NAAT Xpert MTB/RIF o TIB MOLBIOL, lo que podria explicar el

bajo porcentaje de resultados positivos en nuestro estudio.

El bajo porcentaje de resultados positivos en el presente estudio permite obtener
pocas conclusiones, en lo que respecta a asociacién con otras patologias, por lo que es

necesario ampliar la muestra del estudio a fin de definir mejor estas variables.
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14. Conclusiones

La sensibilidad de la NAAT mediante Xpert MTB/RIF es mayor que la
sensibilidad de la NAAT TIB MOLBIOL para la deteccion de MTB en muestras

extrapulmonares con especificidad comparable.

La sensibilidad de Xpert MTB/RIF fue mayor en LCR que en el resto de las

muestras extrapulmonares.

La especificidad en LCR con ambas pruebas es similar. Los resultados de estas
pruebas ayudan para definir el diagndstico pero no sustituyen el criterio clinico ni

reemplazan el cultivo.

La NAAT Xpert MTB/RIF tiene un alto potencial para confirmar el diagndstico de

TBE, sin embargo un resultado negativo no descarta el diagndstico.

38



Tasa por 100,000 habitantes por afio

Figura 1. Paises en los que se agrupa el 89% de los casos de TB en el mundo
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Tabla 1. Resultados de la distribucién del tipo de muestras analizadas.

Tipo de muestra n/n (%)

Liquido pleural 5/169 (2.9%)

Liquido pericéardico 2/169 (1.1%)

Abscesos 4/169 (2.3%)

Biopsias de higado 2/169 (1.1%)

Biopsias de pulmén 4/169 (2.3%)

Biopsias de ileon 3/169 (1.7%)

Biopsia de bazo 1/169 (0.6%)

Biopsias no clasificadas 71169 (4.1%)
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Tabla 2. Resultados de las caracteristicas demograficas de los pacientes.

Caracteristicas n/n (%)

Mediana (1c)

Género (Masculino) 70/111 (63%)

Comorbilidades

IRC 4/108 (3.7%)

AR 4/110 (3.6%)

Dosis de esteroides 27.5 mg/pdn/dia (ICC 8.75-50)

Quinolonas 4/35 (11%)

pdn=prednisona
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Tabla 3. Resultados de las caracteristicas clinicas de los pacientes con infeccién por VIH.

Caracteristicas de los pacientes con VIH n/n (%)

Mediana (1c)

Tiempo con diagndstico de VIH 1.5 afios (nc 1-7)

Estadio clinico

B3 1/22 (4.5%)

A2 2/22 (9.0%)

Emtricitabina, tenofovir, efavirenz 5/14 (35.7%)

Emtricitabina, tenofovir, lopinavir, ritonavir 2/14 (14.2%)
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Tabla 4. Resultados de las caracteristicas clinicas de los pacientes con sospecha de

neuroinfeccion.

Caracteristicas del episodio n/n (%)

Mediana (1ne)

Fiebre 30/81 (37.04%)

Cefalea 36/80 (45%)

Puncién lumbar

Glucosa 56.7 (47.2-68.4)

TC de craneo
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Tabla 5. Resultados del andlisis de las caracteristicas clinicas de los pacientes con sospecha de

neuroinfeccidn y su relacién con el resultado del cultivo.

Cultivo + Cultivo - OR (IC95%) p’

Fiebre 3/4 27177 5.5 (0.47-145) 0.10

Cefalea 3/4 32/75 4.0 (0.34-105) 0.20

Puncién lumbar

Glucosa 31.6 (12.2-48.9) 57 (48-69) 0.01

TC de craneo

*Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas.



Tabla 6. Resultados del andlisis de las caracteristicas clinicas de los pacientes con sospecha de

neuroinfeccion y su relacion con el resultado de la prueba Xpert MTB/RIF.

Xpert MTB/RIF + Xpert MTB/RIF- OR (IC95%) p

Fiebre 28/78 3.5 (0.23-104) 0.27

Cefalea 33/76 2.6 (0.17-76

Puncién lumbar

Glucosa 32 (12.6-48.9) 57 (48-69.5) 0.016

TC de craneo

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas.



Tabla 7. Resultados del andlisis de las caracteristicas clinicas de los pacientes con sospecha de

neuroinfeccidn y su relacién con el resultado de la prueba TIB MOLBIOL.

TIB MOLBIOL + TIB MOLBIOL - OR(IC95%) p’

Fiebre 29/79 1.7 (0.04-66) 0.7

Cefalea 34/77 1.26 (0.03-48

Puncién lumbar

Glucosa 68.1 (66-70.3) 56 (47.2-66.5)

TC de craneo

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas.



Tabla 8. Resultados de las Caracteristicas demograficas de los pacientes y su relacién con el

resultado del cultivo.

Cultivo + Cultivo - OR (IC95%) p’

Edad 38 (32.5-48.5) 46 (30-59) 0.54

IMC 21.3 (15-24)  23.5 (21.2-25.6) 0.11

DM 0/8 14/101 ND 0.25

LES 1/8 9/102 1.4 (0.06-14) 0.72

Consumo crénico de 2/8 22/103 1.2 (0.15-7.5) 0.81
esteroides

Exposicion a 5/8 30/95 3.6 (0.68-20) 0.07
antibiéticos en el

mes previo

Carbapenémicos 0/5 3/30 ND 0.46

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas.
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Tabla 9. Resultados de las caracteristicas demograficas de los pacientes y su relaciéon con el

resultado de la prueba Xpert MTB/RIF.

Xpert MTB/RIF +  Xpert MTB/RIF- OR (IC95%) p

Edad 31 (29-40) 46 (30-59) 0.22

IMC 225 (19.4-235) 234  (21-25.6) 0.26

DM 0/5 14/104 ND 0.38

LES 0/5 10/105 ND 0.46

Consumo crénico de 1/5 23/106 0.9 (0.03-9.3) 0.92
esteroides

Exposicién a 4/5 31/98 8.6 (0.8-212) 0.02
antibioticos en el

mes previo

Carbapenémicos 0/4 3/31 ND 0.51

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas.
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Tabla 10. Resultados de las caracteristicas demograficas de los pacientes y su relacién con el

resultado de la prueba TIB MOLBIOL.

TIB MOLBIOL + TIBMOLBIOL- OR(IC95%) p’

Edad 46 (46-46) 43 (30-59) 0.94

IMC 252 (24-26.3) 23.4 (20.3-25.5) 0.37

DM 1/2 13/107 7.2 (0.18-286) 0.11

LES 0/2 10/108 ND 0.65

Consumo crénico de 0/2 24/109 ND 0.45
esteroides

Exposicion a 0/2 35/101 ND 0.30
antibiéticos en el mes

previo

Carbapenémicos 0 3/35 1.0

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas
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Tabla 11. Resultados del andlisis de las caracteristicas clinicas de los pacientes con infeccién por

VIH y su relacién con el resultado del cultivo.

Cultivo + Cultivo - OR (IC95%) p’

Pacientes con infeccion 4/8 18/103 4.7 (0.88-25) 0.02
por VIH

Pacientes en tratamiento 2/4 12/18 0.5 (0.03-6.8) 0.53
antirretroviral

C3 4/15 4/96 8.3 (1.4-48) 0.00

B2 0/8 2/103 ND 0.69

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas.
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Tabla 12. Resultados del andlisis de las caracteristicas clinicas de los pacientes con infeccién por

VIH y su relacién con el resultado de la prueba Xpert MTB/RIF.

Xpert MTB/RIF + Xpert MTB/RIF-  OR(IC  p’
95%)

Pacientes con infeccién 2/5 20/106 2.8(0.39-23) 0.24
por VIH

Pacientes en tratamiento 0/1 14/21 ND 0.05
antirretroviral

C3 2/5 13/106 4.7(0.49-45) 0.07

B2 0/5 2/103 ND 0.69

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas
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Tabla 13. Resultados del andlisis de las caracteristicas de los pacientes con infeccién por VIH y su

relacién con el resultado de la prueba TIB MOLBIOL.

TIB MOLBIOL + TIB MOLBIOL - OR (IC95%) p°

Pacientes con infeccién 1/2 21/109 4.1 (0.10-161) 0.28
por VIH

Pacientes en tratamiento 0/1 12/18 ND 0.53
antirretroviral

C3 0/2 15/109 ND 0.57

B2 1/2 1/109 108 (1.5-258) 0.00

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas
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Tabla 14. Resultado de la determinacidn de la sensibilidad y especificidad de las pruebas

XpertMTB y TIBMOLBIOL por tipo de muestra.

Cultivo
Positivo Negativo Subtotal Sey Es (IC 95%)
LCR XpertMTB Positivo 5 1 6 Se 0.71 (0.29-0.96)
Negativo 2 116 118 Es 0.99 (0.95-0.99)
Subtotal 7 117 124
TIBMOLBIOL Positivo 2 2 4 Se 0.28 (0.03-0.70)
Negativo 5 115 120 Es 0.98 (0.93-0.99)
Subtotal 7 117 124
Biopsias, XpertMTB Positivo 1 3 4 Se 0.33(0.0-0.9)
liquidos Negativo 2 39 41 Es 0.92 (0.80-0.98)
varios 'y
abscesos Subtotal 3 42 45
TIBMOLBIOL Positivo 0 3 3 S NA
Negativo 3 39 42 Es 0.92 (0.80-0.98)
Subtotal 3 42 45
Totales XpertMTB Positivo 6 4 10 Se 0.6 (0.26-0.87)
Negativo 4 155 159 Es 0.97 (0.93-0.99)
Subtotal 10 159 169
TIBMOLBIOL Positivo 2 5 7 Se 0.2 (0.02-0.55)
Negativo 8 154 162 Es 0.96 (0.92-0.98)

Subtotal 10 159 169




Tabla 15. Resultados del andlisis de las caracteristicas clinicas de los pacientes y el resultado

positivo de todas las pruebas diagndsticas utilizadas en el estudio.

Caracteristicas clinicas

1 57 Pleural

No - - No No No M.
tuberculosis |

Pleura +/- Si Si

3 31 LCR No - - No No No* ND - - +/-

2}

Si Si

5 20 LCR SiIC3 No - i M.
tuberculosis

Ascitis No i No 30 No M. bovis Ascitis - -/-
mg
PDN

9 69 LCR No - - No No No M. LCR - -/- Si Si
tuberculosis
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