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1 Introduccidén

La enfermedad por tuberculosis (TB) es 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 tnico ). En el afio 1993 la Organizacién Mundial para la Salud
(OMS) declaré a la TB una emergencia global y de manera posterior desarrolld la estrategia
“tratamiento acortado estrictamente supervisado” (TAES) 32 Lo anterior con la finalidad de
lograr para el afio 2000 la cura del 85% de los casos detectados mediante tincién Ziehl-
Neelsen (ZN) . Sin embargo, las metas fijadas no pudieron ser alcanzadas, por lo que la
OMS establecio el afio 2015 como el nuevo plazo para lograr éstos objetivos. Logrando ese
afio disminuir la incidencia por TB de manera global, casi se alcanzé la meta de disminucién
de la tasa de mortalidad y prevalencia al 50% en comparacion a 1990. 53,

En el 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 afio
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) ©.

El 89% de los casos de TB diagnosticados en el mundo se agrupan en 96 paises entre
los cuales se incluye México ®. 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) ©. En
este mismo periodo se registraron 29,645 (15%) casos de TB extrapulmonar (TBE), las
localizaciones més frecuentes fueron ganglionar (4.7%), seguida por TB miliar (1.5%), renal
(1.5%), meningea (1.2%), intestinal (1.0%) y ésea (0.9%) “.

Segun 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
@ En 2011, la OMS avald el uso del sistema Xpert MTB/RIF para el diagnéstico de TB en
muestras de expectoracion tanto de adultos como nifios; posteriormente en el 2013 en LCR, y
otros tejidos no respiratorios (ganglios linfaticos y biopsias pleurales) ©.

2 Marco teérico

En 1882 Robert Koch demostrd el origen infeccioso de la TB ante la Sociedad de

Fisiologia de Berlin. En la década de 1990 comenzé a reportarse la presencia de cepas con



resistencia concomitante a isoniazida y rifampicina, con lo que se acufidé el término de
tuberculosis multidrogorresistente (MDR-TB). La aparicion de estos microorganismos
condiciona un problema méas para el control de la TB a nivel mundial, ya que el TAES es
menos efectivo en este grupo y el uso de farmacos de segunda linea estd asociado a una
mayor toxicidad ®2.

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 isoniazida no estan
relacionadas entre si, por lo que se requieren mutaciones separadas para que un
microorganismo pase de ser susceptible a MDR-TB.

Se puede detectar la mutacion del gen rpoB mediante la prueba de amplificacién 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 2 39,

a) Microbiologia de M. tuberculosis

El Complejo Mycobacterium tuberculosis pertenece a la orden Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae y género Mycobacterium. Comprende siete especies: M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum, M. canettii, M. caprae, M. pinepedii y M. Microti ™. Estas micobacterias,
son bacilos aerobios, intracelulares, inméviles, no esporulados, con un tamafio de 0.2 x 1 a 10
MM, su temperatura 6ptima 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 y una amplia gama de lipidos, ésta envoltura lipidica le confiere una
superficie hidrofébica que la hace resistente a la mayoria de las tinciones, siendo posible
tefiirse sélo con la tincién de ZN ", Los seres humanos son el Unico reservorio para la

especie M. tuberculosis.

b) Epidemiologia

En el 2014 se estim6 una incidencia de 9.6 millones de casos de TB en todo el mundo,
los cuales se localizaron de la siguiente forma: Asia (58%), Africa (28%), Mediterraneo
Oriental (8%), Europa (3%) y América (3%). De los 9.6 millones de casos nuevos en el 2014,



1.2 millones (12%) correspondieron a personas coinfectadas con VIH. La proporcion de
nuevos casos de TB coinfectados con VIH es mayor en los paises de Africa; en general en
esta region se estima el 74% de estos casos. En el 2015 la tasa de incidencia de la TB ha
disminuido en un promedio de 1.5% por afio desde el 2000 y es actualmente 18% mas baja
que ese afio .

A nivel mundial, la prevalencia de TB en el 2014 fue de 13 millones de casos, para el
2015 la tasa disminuy6 un 42% comparada con la de 1990. Para el afio 2014, la presencia de
cepas MDR-TB se calcul6 en 0.48 millones de casos nuevos ©.

En 2014 se estimd una mortalidad de 1.5 millones y un aproximado de 0.4 millones de
muertes debido a TB en personas coinfectadas con VIH. La TB es junto con la infeccion por el
VIH, una de las principales causas de mortalidad en el mundo. En el 2015 las tasa de
mortalidad se reduj6 un 47% comparada con la de 1990 @,

En México de acuerdo a la informacion contenida en el Sistema Unico de Informacion
para la Vigilancia Epidemiolégica (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 . En el afio 2011, se reportaron 2,414 defunciones debido a la TB, de las
que 2116 (87.7%) correspondieron a TB pulmonar. En México las principales enfermedades
relacionadas con la presencia de TB son diabetes y desnutricién. En nuestro pais la incidencia
de la TB se encuentra en descenso, desde el afio 1997 hasta el afio 2011 la reduccién de la
incidencia ha sido de un 28.8%. En la mortalidad también se ha encontrado una marcada
reduccion, que de acuerdo a la Secretaria de Salud se estima en un 73%, desde el afio de
1990 hasta el afio 2011. Desde el afilo 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 que

con mas frecuencia se asocian a la presencia de MDR-TB.

c) Tuberculosis extrapulmonar

El cuadro clinico de la TB dependen del sitio anatémico afectado. De acuerdo a los
datos del SUIVE en el periodo de 2000 a 2010 de los 197,211 casos de TB la localizacién
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).



En ausencia de afeccion pulmonar, el diagnéstico de la TBE presenta dificultades
clinicas y técnicas importantes, debido a que con frecuencia las manifestaciones clinicas son
inespecificas. Es necesario el empleo de métodos invasivos para la obtencion de muestras
biol6gicas que permitan el diagndstico microbiolégico. La carga bacilar en la mayoria de los
casos de TBE es menor que en los casos de TBP, lo cual disminuye la probabilidad de
observar por tincién de ZN a los microorganismos, asi como el rendimiento diagndstico del
cultivo.

Por tal motivo, los estandares internacionales para el diagndstico y tratamiento de
tuberculosis, indican que en todo paciente con sospecha de TBE se debe colectar una
muestra adecuada para microscopia, cultivo y estudio histopatolégico, lo anterior debido a que
solamente 5 a 10% de las muestras son positivas para tincion de ZN 9. En algunos casos,
es necesario iniciar el tratamiento antibiético de manera empirica, mientras se esperan los

resultados del cultivo.

De las manifestaciones mas graves de la TB, es la afeccién 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 **. La meningitis tuberculosa presenta
caracteristicas clinicas similares a otras neuroinfecciones; sin embargo, esta infeccion tiene
predileccion por localizarse en la porcién basal de las meninges, y son frecuentes las
complicaciones vasculares en esta area. 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
neuroldgicas graves *°. El diagndstico y tratamiento tempranos son fundamentales, debido a
gue el inicio tardio del tratamiento es uno de los principales predictores de mortalidad en estos
pacientes 9.

2.1 Métodos diagnosticos

Se han desarrollado varias técnicas de laboratorio para el diagnéstico de TB, entre las
que se incluye la tincion de ZN, el cultivo de micobacterias y la prueba de amplificacion de
acidos nucleicos (NAAT) ®.

a) Tincién acido-alcohol resistente

En la tincién de Ziehl-Neelsen los organismos aparecen como bacilos de 2 a 4 micras

de largo y 0.2 a 5 de ancho. Se estima que 5,000 a 10,000 organismos/ml de esputo se
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requieren para observar un frotis positivo . La sensibilidad de la tincién 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% (5313435

b) Cultivo

El cultivo de muestras clinicas es el método diagndstico definitivo de la TB. Las
muestras de expectoracion o tejido requieren de un proceso de digestién 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 Léwenstein-Jensen a base de
huevo (LJ), agar Middlebrook 7H10 y el caldo Middlebrook 7H9. EI crecimiento es més rapido
con incubacion en atmosfera 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 solidos se
puede observar la morfologia colonial, la deteccion de cultivos mixtos, que ocasionalmente
pueden sélo crecer en medios sélidos ). Los sistemas comerciales automatizados facilitan el
cultivo de micobacterias. EI monitoreo del crecimiento de las micobacterias es mediante la
deteccion 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, en el que se detecta el
crecimiento en 1 a 3 semanas ®. Actualmente, se recomienda que todas las muestras con
sospecha de TB, sean inoculadas tanto en un medio sélido y en uno liquido, para incrementar
la sensibilidad del cultivo.

c) NAAT

Los estudios de amplificaciéon de acidos nucleicos son métodos para la deteccidn
directa de DNA de M. tuberculosis en muestras clinicas. La sensibilidad de la NAAT 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% vy la
especificidad sigue siendo mayor del 95% (. El sistema The Amplified Mycobacterium
tuberculosis Direct Test (MTD) fue aprobado para su uso con muestras respiratorias con
baciloscopia positiva y posteriormente para su uso en muestras respiratorias de pacientes con



sospecha de tuberculosis con baciloscopia negativa 2. Ademés, el sistema Amplicor
Mycobacterium tuberculosis Test (Amplicor) también fue aprobado. 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 reaccion 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 ** '®_ Tanto MTD como Amplicor permite diferenciar M. tuberculosis de
otras micobacterias no tuberculosas.

Hunt y cols. describieron por primera vez, en 1994, el uso de NAAT para la deteccién
simultanea de MTB y la resistencia a rifampicina “. La ventaja de este nuevo blanco radica
en que es 100% especifico para MTB y la mutacion de la regién “hot spot” de 83 pares de
bases se encuentra presente en el 95 a 98% de las cepas que muestran resistencia a
rifampicina ® ' Y. En el afio 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 amplificacién (Xpert MTB/RIF). Posteriormente Boehme y cols., llevaron a
cabo los primeros dos estudios clinicos multicéntricos en los que se evalud el desempefio del
sistema Xpert MTB/RIF en muestras respiratorias. En el primero 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 sélido y la ultima se utilizé para la pueba Xpert
MTB/RIF; este estudio demostr6 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, se les realizd cultivo de micobacterias y prueba NAAT
Xpert MTB/RIF, este estudio mostr6 una Se de 90.3% y 76.9% para muestras con
baciloscopia positiva y negativa respectivamente % 29 Posterior a esta publicacion, la OMS
avalo el uso del sistema Xpert MTB/RIF para el diagnéstico de TBP en adultos y nifios ©. En
un metanalisis publicado en 2012, el cual incluyé 18 estudios y 10,224 muestras, emplearon
el sistema Xpert MTB/RIF, el cual reporté una Se y especificidad (Es) de 90.4% y 98.4%
respectivamente para el diagnéstico de TBP y en el diagnéstico de TBE, Se de 80.4% y Es
de 86.1% ®. Otro metandlisis del 2013, demostré una Se y Es de 88% y 98%
respectivamente para el diagndstico de TBP cuando se empleé Xpert MTB/RIF como Unico

método diagnéstico ©.



d) Xpert MTB/RIF y TBE

Existen pocos estudios que han evaluado la utilidad de Xpert MTB/RIF en el

diagnostico de TBE. 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
(13, 14, 24, 25, 26, 27, 28, 29,

encontré entre 25y 96.6%, siendo en 8 de los 9 estudios superior al 50%

%) La variacion de la Se presentada se ha atribuido a las diferencias en las caracteristicas de

las poblaciones, sin embargo en algunos estudios se ha sugerido que el proceso de

descontaminacion asociado con el bajo indculo de las muestras extrapulmonares podria influir

de manera negativa en la Se de la prueba. Se ha sugerido realizar centrifugacién de la

muestra antes del procesamiento de la misma con la finalidad de aumentar el rendimiento

diagnostico .

mencionados.

En la siguiente tabla

se muestra una descripcion de los estudios

Pais Muestra Muestra Tipo de Estandar de referencia Se de Xpert | Se de Xpert
(+) ) muestra (+) MTB/RIF MTB/RIF
(95% IC) (95% IC)
Causse y | Espafia 41 299 Ganglio 16 Cultivo 95.1% 100%
cols. @ LCR 6 (83.5-99.4) (98.8-100)
Lig. pleural 4
Absceso 5
Armand Francia 37 0 Ganglio 18 Cultivo 53.1% ND
cols. ¥ Hueso 6 (34.7-70.9)
Lig. pleural 7
Absceso 5
Zeka y cols. | Turquia 48 128 ND Cultivo o cuadro clinico o 54.2% 100%
@ radiologia o histopatologia (40.3-67.4) (97.2-100)
Vadwai y | India 283 250 Biopsias 105 Constructo diagndstico de 80.6 % 99.6%
cols. @ Exudado 98 | baciloscopia, cultivo, cuadro (75.5-85) (97.8-100)
LCR 1 clinico, radiologia e
histopatologia.
Ligthelm y | Sudafrica | 30 18 Ganglio 30 Histopatologia + 96.6% 88.9%
cols. ® baciloscopia + cultivo (86.6-100) (69.6-100)
Moure y cols. | Espafia 108 41 Ganglio 34 | Cultivo 58.3% 100%
@n Lig. pleural 26 (48.5-67.8) (91.4-100)
LCR 2
Friedrich y | Sudafrica | 20 5 Lig. pleural Cultivo 25% 100%
cols. @ (8.7-49.1) (47.8-100)
Hilleman y | Alemania | 45 450 Biopsias 30 Cultivo 77.3% 98.2%
cols. @ Orina 5 (60.5-87.1) (96-98.9)
Heces 2
Tortoli y cols. | Italia 268 1206 Biopsias 94 | Cultivo o radiologia o 81.3% 99.8%
@0 Exudado 55 | histopatologia (76.2-85.8) (99.4-100)
LCR 14
Lig. pleural 18

La OMS considera un caso definitivo de TB, cuando se demuestra la presencia de M.

tuberculosis en un espécimen clinico mediante baciloscopia, cultivo o0 método molecular © 9.

En 2011, la OMS aval6 el uso del sistema Xpert MTB/RIF para el diagndstico de TB en
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muestras de expectoracion tanto de adultos como nifios; posteriormente en el 2013 en LCR, y
otros tejidos no respiratorios (ganglios linfaticos y biopsias pleurales) ©. Otra de las ventajas
gue presenta el sistema Xpert MTB/RIF es la capacidad de detectar resistencia a rifampicina,
sobre todo en los casos de pacientes previamente tratados en los cuales la resistencia a INH
y RIF es de 13% a 17% © 33,

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.

3 Definicion del problema

La TB se considera una enfermedad frecuente en México, hasta un 20% se manifiesta
de forma extrapulmonar, lo cual se asocia a una mayor mortalidad. Esto es debido a factores
del huésped y al retraso en el diagndstico e inicio en el tratamiento, los cuales mpactan de
manera negativa en el prondstico del paciente. Desafortunadamente, las herramientas
diagnésticas disponibles actualmente, tienen un pobre desempefio y en pocas ocasiones
modifican la conducta terapéutica inicial. Al mismo tiempo la plataforma Xpert MTB/RIF no ha

sido suficientemente estudiada en muestras extrapulmonares.

4 Justificacion

Por el momento no hay métodos diagndsticos ideales para la TB, cada uno de ellos
posee ventajas y limitaciones. Los estdndares internacionales para el diagnostico y
tratamiento ©, indican que en todo paciente con sospecha de TBE se debe colectar una
muestra adecuada para microscopia, cultivo y estudio histopatoldgico, esto debido a que
solamente un 5 a 10% son positivas para tincion ZN, y en ocasiones sera necesario iniciar el
tratamiento antibiotico.

En México, un 15.3% de las defunciones causadas por la TB en el 2009 ©,
corresponden a patologia extrapulmonar y donde la baciloscopia es el método diagndstico en
el 73% de los casos detectados; es necesario buscar una herramienta diagnostica que provea
de una mayor precision diagnéstica en poco tiempo, con la finalidad de evitar retraso en el
tratamiento y exposicién a tratamiento de manera innecesaria a los pacientes ©.

La informacion respecto al desempefio del sistema Xpert MTB/RIF para el diagndéstico
de TBE es escasa e incluyen pocos casos de meningitis tuberculosa, la cual es considerada la
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forma mas grave de afeccion. Ha demostrado ventajas en el diagnostico y tratamiento
temprano de la TBP, las cuales de ser aplicables a los casos de TBE permitiria mejorar el

prondstico.

5 Objetivos
c) Objetivo general
» Comparar la sensibilidad y especificidad de la amplificacién de acidos nucleicos mediante

el sistema Xpert MTB/RIF en el diagnostico de TBE considerando al cultivo de

micobacterias como método de referencia.

b) Objetivos especificos

» Comparar la sensibilidad y especificidad de la amplificacién de acidos nucleicos mediante
el sistema Xpert MPTB/RIF en LCR para el diagndstico de TB meningea considerando al
cultivo de micobacterias como método de referencia.

« Comparar la sensibilidad y especificidad de la amplificacién de acidos nucleicos mediante
el sistema Xpert MTB/RIF en tejidos de biopsias, abscesos y liquidos para el diagndstico
de TBE considerando al cultivo de micobacterias como método de referencia.

» Describir factores inherentes al paciente que modifican el desempefio del sistema Xpert
MTB/RIF.

» Describir la correlacion entre la resistencia a rifampicina demostrada por el sistema de

Xpert MTB/RIF y la resistencia demostrada por el laboratorio de microbiologia.

6 Métodologia

a) Diseio del estudio

Se realizara un estudio de prueba diagndstica, en el cual se calculara la Se y Es del
sistema Xpert MTB/RIF considerando el cultivo de micobacterias como método de referencia y
de manera exploratoria se usara un constructo diagnostico basado en los datos clinicos
(sintomatologia, tiempo de evolucion, resultado de estudios radiogréficos y de otros estudios
de laboratorio) recabados de manera retrospectiva de los expedientes a los que se tenga

acceso.

b) Poblacion de estudio

12



» Criterios de inclusién
Todas las muestras no respiratorias de pacientes con sospecha de TBE, que hayan sido
incluidas en el protocolo de evaluacion del sistema Xpert MTB/RIF en el laboratorio de
microbiologia clinica del INCMNSZ en un periodo comprendido del 2012 al 2016.

» Criterios de exclusion
Muestras en las que no se haya realizado cultivo.

» Criterios de eliminacién
Muestras que tengan resultado invalido en la prueba de biologia molecular y/o datos clinicos

insuficientes.

c) Variables

* Positividad de cultivo de micobacterias
Definido como crecimiento de micobacterias del CMTB en cultivo sélido o liquido en un
periodo comprendido de 8 semanas a partir de la fecha de incubacion.

* Positividad del Xpert MTB/RIF
Definido como la amplificacion 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.

* 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.

d) Andlisis estadistico

Las variables cualitativas dicotdmicas se expresaron en frecuencias y porcentaje. Las
variables continuas se expresaron en medianas e intervalos intercuantilicos. Para el andlisis
inferencial se realiz6 un modelo bivariado por medio de la prueba de Chi? para las variables
dicotdbmicas y Kruskal wallis para las variables numéricas con uso de prueba exacta de Fisher
para el célculo de OR.

Este analisis se realizO en una base de datos en la cual se capturd la informacién

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

» Digestion y descontaminaciéon de la muestra (excepto LCR), y tincién de ZN

Se realiz6 por al método NALC-NaOH, cada muestra se tratd con 5 ml de éste (0.8 g /
150ml) durante 15 min, con 3 agitaciones intermedias en intervalos de 5 min. Posteriormente,
a cada muestra se le agregd amortiguador de fosfatos 0.067 M (Na;HPOQO,4, KH,PO,) hasta
aforar a 45 ml y se agité con un agitador de remolino para lavar la muestra, se centrifug6 a
4000 rpm durante 20 min a 4°C, se decantd el sobrenadante, se homogeneiz6 el paquete
celular y con una gota de éste, se realiz6 un frotis con la tincion Auramina-Rodamina (AR). Si
se observaba la presencia de bacilos, el frotis se aplicé la tincibn de ZN para confirmar la
presencia de BAAR. Por otro lado, el sedimento restante se neutraliz6 con amortiguador de
fosfatos hasta ajustar a pH 7.

* Cultivo

Con el sedimento mencionado, se inoculé 0.5 ml en medio sélido LJ y 0.5 ml en medio
liguido MGIT, posteriormente los medios solidos 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.
Con el desarrollo del cultivo en LJ, se realizé tincion con ZN, para busqueda de BAAR. A partir
del medio MGIT positivo, se realizé la identificacion del CMTB.

» Sistema Xpert MTB/RIF

Se utiliz6 el equipo Xpert MTB/RIF para la reaccion de amplificacion.

7 Resultados

7.1 Poblaciéon de estudio

En el periodo comprendido entre el afio 2012 al 2016 se incluyeron 1134 muestras, de
las cuales 738 fueron de liquido cefalorraquideo, 337 de tejidos y abscesos, y 59 de liquidos

corporales. Los datos clinicos se obtuvieron de los expedientes de 452 casos (Tabla 1).

TABLA 1. Tipo de muestras analizadas Biopsia de piel 50 4.41%
Biopsia de pulmén 39 3.44 %

TIPO DE MUESTRA n (%) Absceso 32 2.82 %
LCR 738 | 65.08 % Biopsia de higado 19 1.68 %
Biopsia de ganglio 78 6.88 % Biopsia de colon 15 1.32 %
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Biopsia de ileon 13 1.15% Biopsia recto 2 0.18 %
Biopsia pleural 12 1.06 % Biopsia mediastino 2 0.18 %
Biopsia de hueso/vértebra 10 0.88 % Biopsia mucosa 1 0.09 %
Biopsia pericardio 7 0.62 % Biopsia capsula articular 1 0.09 %
Biopsia de bazo 5 0.44 % Biopsia vejiga 1 0.09 %
Biopsia epiplon 5 0.44 % Biopsia vesicula 1 0.09 %
Biopsia cerebro 4 0.35% Biopsia no clasificable 33 291 %
Biopsia sinovial 3 0.26 % Liquido pleural 32 2.82%
Liquido de ascitis 18 1.59 %
Orina 4 0.35%
Liquido pericérdico 3 0.26 %
Liquido sinovial 1 0.09 %
TIPO DE MUESTRA " (%) Humor acuoso 1 0.09 %
Biopsia renal 2 0.18 % TOTAL 1134
Biopsia yeyuno 2 0.18 %

7.2 Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion

De los datos clinicos obtenidos de los 452 expedientes, la mediana de edad fue de 41
afios (RIC 30-56), la mediana de peso fue 60 kg (RIC 53-70.5). Respecto a las comorbilidades
presentes en la poblacion estudiada, se obeservd que el 17% padecia diabetes mellitus, el
12% padecia lupus eritematoso generalizado (LEG), el 6% padecia artritis reumatoide (AR) y
otro 6% presentaba enfermedad renal cronica (ERC) KDIGO G5. El 22% de los pacientes
tiene infeccién por VIH, de los cuales el 80% se encontraba en estadio clinico C1, C2 0 C3y
s6lo el 36% recibia tratamiento antirretroviral. Se observdé que un 26% de la poblacién
estudiada se encontraba bajo tratamiento con esteroides de manera cronica por diversos

motivos (Tabla 2 y 3).

TABLA 2. Resultados de las caracteristicas demograficas de los pacientes.

Caracteristicas n/n (%)
Edad, mediana (RIC) 41 (30-56)
Peso, mediana (RIC) 60 (53-70.5)
Comorbilidades
Diabetes mellitus 76/442 17.19
LEG 54/443 12.19
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AR 26/441 5.9

Trasplante de 6rgano sélido 25/443 5.64
Trasplante de médula 6sea 5/442 1.13
Otra enf. de tejido conectivo 16/311 5.14
ERC (TFG <15 ml/min) 271440 6.14

VIH + 99/443 22.35
117/442 26.47

Consumo de esteroides

TABLA 3. Resultados de las caracteristicas demograficas de los pacientes y la relacion con el
resultado del sistema Xpert MTB/RIF.

Caracteristicas Xpert MTB/RIF + Xpert MTB/RIF - P
n/n (%) n/n (%)

Edad, mediana (RIC) 43.5 (32.5-49) 41 (30-57) 0.79

Peso, mediana (RIC) 61 (53-69.5) 60 (53-70.8) 0.96

Comorbilidades
Diabetes mellitus 4/16 (25) 72/426 (16.9) 0.39
LEG 2/16 (12.5) 52/427 (12.18) 0.96
AR 0/16 (0) 26/425 (6.12) 0.30
Trasplante de 6rgano sélido 0/16 (0) 25/427 (5.85) 0.31
Trasplante de médula 6sea 0/16 (0) 5/426 (1.17) 0.66
Otra enf. de tejido conectivo 3/13 (23.08) 13/298 (4.36) 0.03
ERC (TFG <15 ml/min) 2/16 (12.5) 25/424 (5.9) 0.28
VIH + 7/16 (43.75) 92/427 (21.55) 0.036

Consumo de esteroides 4/16 (25) 113/426 (26.53) 0.89

7.3  Caracteristicas de los pacientes con VIH

De los casos revisados, 99 (22.35%) tenian infecciébn por VIH, siendo éstos una

poblacién importante del estudio (Tabla 4 y 5).

TABLA 4. Resultados de las caracteristicas clinicas de los pacientes con infeccion por VIH.

Caracteristicas

(%)

Numero de paci

entes

99/443 | 22.35
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En tratamiento antirretroviral 67/184 | 36.41

Estadio clinico

A 9/78 | 11.54
B 7/78 8.97
C 62/78 | 79.49

TABLA 5. Resultados de las caracteristicas clinicas de los pacientes con infeccién por VIH y
la relacién con el resultado del sistema Xpert MTB/RIF.

Caracteristicas Xpert MTB/RIF + Xpert MTB/RIF - p
n/n (%) n/n (%)
Numero de pacientes 7/16 (43.75) 92/427 (21.55) 0.036
En tratamiento antirretroviral 5/8 (62.5) 62/176 (35.23) 0.11
Estadio clinico
A 0/6 (0) 9/72 (12.5) 0.55
B 1/6 (16.67) 6/72 (8.33) 0.55
C 5/6 (83.33) 57/72 (79.17) 0.55

7.4  Caracteristicas de los pacientes con sospecha de neuroinfeccién

De los 452 expedientes revisados, 338 casos (75%) tenian sospecha de afeccién al
sistema nervioso central (SNC), con las caracteristicas clinicas principalmente de fiebre en un
47%, cefalea en un 45% y con datos de focalizacién en un 32%. De los LCR analizados se
midieron diversas variables cuantitativas (Tabla 6y 7).

TABLA 6. Resultado de las caracteristicas clinicas de los pacientes con sospecha de
neuroinfeccion.

Caracteristicas n/n (%)

Sospecha a afeccion a SNC 338/452 | 74.78

Fiebre 137/293 | 46.76
Cefalea 143/320 | 44.69
Datos de focalizacion 101/312 | 32.37
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TABLA 7. Resultado de las caracteristicas clinicas de los pacientes con sospecha de
neuroinfeccién y la relacién con el resultado del sistema Xpert MTB/RIF.

Caracteristicas Xpert MTB/RIF + Xpert MTB/RIF - p
n/n (%) n/n (%)
Sospecha a afeccion a SNC 7/16 (43.75) 331/432 (76.62) 0.003
Fiebre 2/5 (40) 135/288 (46.88) 0.76
Cefalea 2/7 (28.57) 141/313 (45.05) 0.38
Datos de focalizacion 2/7 (28.57) 99/305 (32.46) 0.82
Puncién lumbar
Leucocitos, mediana (RIC) 0 (0-5) 2 (0-10) 0.68
Glucosa, mediana (RIC) 66 (37-70.3) 58 (47-68.4) 0.88
Proteinas, mediana (RIC) 54 (19-200) 49 (33-85) 0.93
Lactato, mediana (RIC) 7.5 (7.5-7.5) 2.3(1.8-7.4) 0.38

7.5 Determinacién de la sensibilidad y especificidad por tipo de muestra.

Se encontro una sensibilidad global del sistema Xpert MTB/RIF del 58.57% (IC 46.17%
- 70.23%) y una especificidad del 96.52 % (IC 95.24% - 97.54%), asi como un valor predictivo
positivo (VPP) de 52.56% (IC 40.93% - 63.99%), y un valor predictivo negativo (VPN) de
97.25% (IC 96.08% - 98.15%). Para el diagnéstico de meningitis tuberculosa por LCR
mediante el sistema Xpert MTB/RIF se reportdé una Se de 52.63% (IC 28.86% - 75.55%), una
Es de 98.33% (97.10% - 99.13%). En tejidos y abscesos se encontré una Se del 68.89% (IC
53.35% - 81.83%) y Es 91.78% (IC 88.02% - 94.66%). En especimenes liquidos una Se 0%
(0.0% - 45.93%) y una Es 98.11% (IC 89.93% - 99.95%), (Tabla 8).

TABLA 8. Sensibilidad y especificidad del sistema Xpert MTB/RIF

Xpert MTB/RIF
SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
TOTAL 58.57% (IC 46.17% - 70.23%) 96.52 % (IC 95.24% - 97.54%)
LCR 52.63% (IC 28.86% - 75.55%) 98.33% (97.10% - 99.13%)
Tejidos y abscesos 68.89% (IC 53.35% - 81.83%) 91.78% (IC 88.02% - 94.66%)
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Liquidos 0% (0.0% - 45.93%) 98.11% (IC 89.93% - 99.95%)

Discusién

En este estudio de prueba diagndstico del sistema Xpert MTB/RIF en un hospital
de tercer nivel en México, se describi6 la sensibilidad y especificad que se encontrd en
comparacion al estdndar de oro que es el cultivo.

Este estudio demostré una Se de 58.57% (IC 46.17% - 70.23%) y Es 96.52 %
(IC 95.24% - 97.54%) en muestras de origen extrapulmonar en un total de 1134
muestras, de las cuales mas del 50% fueron de LCR, el restante fue de biopsias,
abscesos y otros liquidos.

La Se y Es reportada en este estudio es similar a otros como el publicado en el
2014 por Govind y cols. en Sudafrica donde se encontré una Se de 71.6% y Es 94%,
asf como un VPP 64.5% y VPN 95.7% 7. En un meta-andlisis en el cual se incluy6 18
estudios y 4461 muestras, se observd una diferencia en la sensibilidad entre los
diferentes tipos de muestras, observandose una Se de 83.1% (IC 71.4% - 90.7%) para
el sistema Xpert comparado con el cultivo en ganglios linfaticos y otros tejidos, mientras
gue en el LCR se reporté una Se de 80.5% (IC 59% - 92.2%) y en liquido pleural de
46.4% (IC 26.3% - 67.8%) ©®. En otra revisién donde se analizé 6,026 muestras no
respiratorias de un total de 23 estudios, en el cual se comparé el sistema Xpert y el
cultivo, se obtuvo una Se muy heterogénea con una mediana de Se de 83% (IC 68% -
94%), mientras que las especificidades fueron tipicamente muy alta con una mediana
de 98% (IC 89% - 100%) @9,

En otro estudio realizado en Espafia se observd que la Se era baja en
localizaciones estériles como el liquido pleural (26.9%) comparada con muestras no
liquidas como abscesos “?.

En este estudio se encontré 22 muestras de LCR positivas con el sistema Xpert
MTB/RIF de un total de 738, lo cual corresponde a un total de 3% del total de muestras
analizadas. Se reportdé una Se para el diagndstico de meningitis tuberculosa por LCR
mediante el sistema Xpert MTB/RIF de 52.63% (IC 28.86% - 75.55%) y una Es de
98.33% (97.10% - 99.13%), similar a otros estudios ©?.
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En este estudio en el grupo de muestras de tejidos y abscesos se encontré una
Se del 68.89% (IC 53.35% - 81.83%) y Es 91.78% (IC 88.02% - 94.66%), mientras que
en un meta-andlisis en el que se incluy6 18 estudios se reporté una Se de 83.1%.

Respecto a la muestras de liquidos (pleural, ascitis, pericardico, sinovial, orina y
humor acuoso) en este estudio el rendimiento diagndstico fue bajo con una Se 0%
(0.0% - 45.93%) y una Es 98.11% (IC 89.93% - 99.95%).

La simplicidad del sistema Xpert MTB/RIF, asi como su rapidez es una ventaja

sobre otros estudios diagndésticos.

Conclusiones

La sensibilidad y especificidad del sistema Xpert MTB/RIF reportada en este
estudio es similar a las que se han encontrado en otros estudios, por lo que ésta
prueba la hace una herramienta diagnéstica adecuada para el diagnéstico de TBE.

La sensibilidad en muestras de tejidos y abscesos con el sistema Xpert MTB/RIF

fue mayor comparacién con el LCR vy otros liquidos estériles.
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