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Utilidad de la prueba de deteccion de acidos
nucleicos GeneXpert tuberculosis (MTB/RIF) en
muestras respiratorias y no respiratorias en un
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Resumen

OBJETIVO: Evaluar la sensibilidad y valores predictivos de BAAR-Ziehl-Neelsen y
GeneXpert (MTB/RIF) en muestras respiratorias y no respiratorias en poblacién general
y con VIH.

MATERIAL Y METODO: Estudio clinico abierto, sin distribucién al azar, prospectivo,
descriptivo y observacional efectuado de mayo de 2016 a enero de 2017. Los crite-
rios de inclusiéon fueron: pacientes con datos clinicos epidemiolégicos radiolégicos
que sugirieran tuberculosis en la evaluacién diagnéstica o riesgo de padecerla. Se
hizo toma simultdnea de expectoracién o muestra extrapulmonar para determina-
cién de BAAR-Ziehl-Neelsen, GeneXpert MTB y cultivo; se utilizé como patrén de
referencia el cultivo.

RESULTADOS: Se incluyeron en el estudio 120 pacientes, 88 (73.3%) hombres. La
justificacién de la realizacién de la prueba fue enfermedad aguda grave 76 (63.3%), el
factor de riesgo de mayor prevalencia fue el VIH-SIDA 54 (45.5%). El mayor porcentaje
correspondié a la forma respiratoria (n = 75, 62.5%). El total de las muestras (n = 89,
74.2%) fueron negativas respecto a BAAR en contraste con GeneXpert y cultivo, que
fueron positivos en 94 casos (78.3%).

CONCLUSIONES: Los indicadores estables evaluados en la prueba GeneXpert mos-
traron que es una prueba til, sobre todo en muestras extrapulmonares de pacientes
con VIH-SIDA.

PALABRAS CLAVE: Tuberculosis; tuberculosis farmaco-resistente.

Abstract

OBJECTIVE: To assess the sensitivity and predictive values of BAAR Ziehl-Neelsen
and GeneXpert (MTB/RIF) for respiratory and non-respiratory samples in the general
population and HIV-patients.

MATERIAL AND METHOD: A clinical open, not-random, prospective, descriptive
and observational study was done from May 2016 to January 2017. Inclusion criteria
were: Patients with radiological, clinical and epidemiological data that suggested tu-
berculosis within the diagnostic evaluation or risk of having it. Simultaneous sputum
or extrapulmonary sample was taken for determination of Ziehl-Neelsen, GeneXpert
MTB and culture; the crop was used as a gold standard.

RESULTS: There were included 120 patients, 88 (73.3%) men; the justification for
performing the test was severe acute disease (n = 76, 63.3%), the risk factor with the
highest prevalence was HIV-AIDS (n = 54, 45.5%) The highest percentage was respira-
tory (n =75, 62.5%). The total of samples 89 (74.2%) were negative with respect to
BAAR in contrast to GeneXpert and culture, which reported positive in 94 (78.3%).
CONCLUSIONS: The stable indicators evaluated in the GeneXpert test showed that it
is a useful test especially in extralung samples of patients with HIV-AIDS.
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ANTECEDENTES

La tuberculosis sigue siendo un importante
problema de salud publica en el pais y en el
mundo. En 2012 se reportaron cerca de 8.6
millones de casos nuevos de tuberculosis en
todo el mundo, que fue causante de 940,000
muertes, en el continente americano se gene-
raron 280,000 casos nuevos y 19,000 muertes
por ese padecimiento.

La emergencia y diseminacién de cepas de
Mycobacterium tuberculosis resistentes a dife-
rentes farmacos representan un serio problema
de salud publica en todo el mundo, que difi-
culta el control de la enfermedad, por lo que el
diagnéstico temprano de tuberculosis activa y la
deteccion temprana de cepas multirresistentes
(TB MDR) son fundamentales para interrumpir
su trasmision.

La principal limitaciéon de los programas de
control de tuberculosis son las dificultades para
hacer el diagnéstico temprano de la enfermedad.
Tradicionalmente la baciloscopia ha sido el mé-
todo inicial para el diagnéstico de la tuberculosis
por su simplicidad, rapidez de procesamiento
y bajo costo. Sin embargo, su baja sensibilidad
limita la utilidad de esta técnica adn mas en
los casos extrapulmonares, asi como en los
pacientes con VIH-SIDA en los que esta prueba
tiene menor sensibilidad. Asimismo, los cultivos
son mas sensibles, pero requieren técnicas mas
complejas, que demoran entre 30y 60 dias para
demostrar el desarrollo micobacteriano. Por
eso en los Gltimos decenios se han desarrollado
nuevos métodos de diagnédstico de la tubercu-
losis, que intentan superar las limitaciones de
la baciloscopia y del cultivo, GeneXpert integra
procesamiento de muestras y PCR en un cartu-
cho de plastico desechable que contiene todos
los reactivos necesarios para lisis bacteriana,
extraccion de acidos nucleicos, amplificacién y
deteccion. El cartucho MTB/RIF se inserta en el
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dispositivo GeneXpert que proporciona resulta-
dos en un lapso de 1.45 horas.

El objetivo de este estudio es evaluar la sensibili-
dady los valores predictivos positivos y negativos
(VPP, VPN) de la baciloscopia (BAAR-Ziehl-
Neelsen) y GeneXpert (MTB/RIF) de muestras
respiratorias y no respiratorias de poblacion
general y de pacientes con VIH-SIDA.

MATERIAL Y METODO

Estudio clinico abierto, sin distribucion al azar,
prospectivo, descriptivo y observacional al que
ingresaron todos los pacientes que acudieron al
Hospital de Alta Especialidad Dr. Juan Graham
Casasus, Villahermosa, Tabasco, México, de
mayo de 2016 a enero de 2017. El hospital es
lugar de referencia de poblacién de ese estado,
asi como de la regién norte del estado de Chia-
pas, del noroeste del estado de Campeche y del
suroeste de Veracruz.

Se incluyeron pacientes adultos, hombres y
mujeres, que tenian sintomas e imagenes radio-
graficas sugerentes de tuberculosis pulmonar o
tuberculosis multirresistente, que proporciona-
ron tres muestras de esputo con al menos 1.5 mL;
las muestras se tomaron de manera consecutiva,
lo que requirio hospitalizacién de al menos tres
dias para la realizacién de la tincién de Ziehl-
Neelsen; las muestras fueron proporcionadas
por la mafhana y valoradas por un grupo de
quimicos en un drea especifica del laboratorio
de esta unidad hospitalaria, quienes cuentan con
la capacitacion previa para la realizacion de la
misma, asi como su valoracién por medio de
microscopia. Respecto a la evaluacién de ésta, se
consider6 positiva como minimo la realizacion
de las tres tinciones de manera consecutiva en
la que se reporta de la manera siguiente: nega-
tiva cuando no se encuentran bacilos en por
lo menos 100 campos observados, positiva (+)
en la que se encuentran 10 a 99 BAAR en 100
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campos, positiva (++) cuando se observan 1 a
10 BAAR por campo, positiva (+++) mas de 10
BAAR por campo (Cuadro 1).

Ademas, se realiz6 el cultivo de la primera
muestra utilizando medio sélido (Lowestein) en
el laboratorio regional del estado de Tabasco, en
el que se realizé prueba de sensibilidad a far-
macos primarios. También ingresamos pacientes
con datos clinicos sugerentes de tuberculosis
extrapulmonar (liquido cefalorraquideo, derrame

Cuadro 1. Caracteristicas basales de los pacientes ingresados
con diagnéstico de tuberculosis

Género
Masculino 88 73.3
Femenino 32 26.7
Enfermedad aguda grave 76 63.3
Justificacién de la prueba
Prueba confirmatoria/resistencia 9 7.5
Parte de protocolo de estudio 8 6.5
VIH-SIDA
St 54 44
No 66 55
Diabetes mellitus 2
Si 47 39.2
No 73 60.8

Inmunodepresion

Si 7 5.8
No 112 93.3
Muestra
Expectoracion 75 62.5
LCR 27 22.5
Ganglio 4 3.3
Derrame pleural 11 9.2
Pericardico 2 1.7
Ascitis 1 8
Toma de decision
Inicio de tratamiento 91 76.5
Suspender tratamiento 1 8
No se tomé decision 21 17.6

C
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pleural, derrame pericardico, ganglio, liquido
de ascitis), pacientes con diagnéstico reciente
de tuberculosis bajo esquema de tratamiento,
pacientes en tratamiento previo con conversion
bacteriolégica negativa, contactos sintomdticos,
asi como riesgo de multirresistencia, todos los
pacientes con infeccion con VIH, que cursaron
con datos clinicos y radiolégicos de la enfer-
medad o riesgo de resistencia. El protocolo de
estudio fue aprobado por el comité de bioética
de esta area hospitalaria, se otorg6 consentimien-
to informado a todos los pacientes que fueron
ingresados en el periodo en el que se llevé a
cabo la captura de informacion.

Diseiio y supervision del estudio

Se recolectaron los datos de todos los pacientes que
ingresaron durante el periodo de mayo de 2016 a
enero de 2017 de manera prospectiva. Se recolec-
taron los datos y se revisaron los resultados de cada
prueba diagndstica en la base de datos del sistema
y red hospitalaria del Hospital Dr. Juan Graham
CasasUs respecto a la tincién Ziehl-Neelsen, cultivo
y la prueba GeneXpert; el equipo encargado en el
procesamiento del mismo cuenta con un programa
independiente del usuario en el que se almacenan
los resultados de cada prueba.

El andlisis de datos lo realizé un grupo estadistico
de investigadores, que no intervino en la reco-
leccién de datos. Los pacientes con diagndstico
reciente o que cumplieran con resultados posi-
tivos, asi como farmaco-resistencia se evaluaron
en conjunto de acuerdo con las caracteristicas
clinicas y los resultados de estudios realiza-
dos por el comité de tuberculosis estatal de
Villahermosa, Tabasco, a los que se les otorgd
tratamiento médico.

Categoria de analisis

Los pacientes ingresados se dividieron en dos
grupos de manera general, los pulmonares y
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los extrapulmonares; ademds, evaluamos la
asociacion con factores de riesgo importante,
como infeccién por VIH y diabetes mellitus. La
prueba GeneXpert (MTB/RIF) la realiz6 el per-
sonal de quimicos del laboratorio del Hospital
Dr. Juan Graham Casasus, que cuenta con la
capacitacion necesaria para la manipulacion de
esta prueba, asi como la muestra de esputo. El
material de muestra obtenido se colocé en un
recipiente cerrado que contenia las muestras,
por ejemplo esputo, se agité de manera manual
dos veces durante un periodo de 15 minutos a
temperatura ambiente antes de realizar la trans-
ferencia de 2 mL al cartucho que contiene un
ensayo en cadena de reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real para amplificar una
secuencia especifica de MTB del Gen rpoB. Se
sondea con balizas moleculares para mutaciones
dentro de la region que determina la resistencia
a la rifampicina.

Criterios de inclusién

Pacientes de uno y otro género (masculino/
femenino). Datos clinicos, epidemiolégicos y
radiologicos que sugirieran tuberculosis en la
evaluacion diagnéstica. Con toma simultanea
de expectoracién o muestra extrapulmonar
para la determinacion de BAAR-Ziehl-Neelsen,
GeneXpert tuberculosis (MTB/RIF) y cultivo para
Lowestein-Jensen. Todas las baciloscopias se
completaron con tres muestras de expectoracion,
que se recolectaron por la mahana, en dias dis-
tintos y consecutivos. En pacientes con riesgo de
resistencia se realizaron pruebas de sensibilidad
a farmacos de primera y segunda lineas. Firma
de consentimiento informado para la transfusion
de hemoderivados.

Criterios de exclusion

Pacientes atendidos fuera de la unidad y con
complicaciones asociadas. Pacientes a los que
no se realizaron las pruebas evaluadas por parte
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del personal médico capacitado de esta drea
hospitalaria.

Criterios de eliminacion

Alta voluntaria. Retirar el consentimiento infor-
mado.

Recoleccion de la informacion

Se basé en la recoleccion de variables funda-
mentadas en realizar la investigacion como
comorbilidades asociadas y las de interés
mencionadas. Un residente de medicina inter-
na recolect6 los datos de todos los pacientes
ingresados al servicio de Urgencias, Unidad
de Cuidados Intensivos y al piso de Medicina
Interna con diagnéstico o sospecha de tubercu-
losis pulmonar o extrapulmonar. El registro de la
informacion se hizo en una base de datos creada
con el programa estadistico SPSS para Mac V21
con mdltiples variables de estudio.

Analisis estadistico

Estimamos la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo de
cada muestra que se clasificé como respiratoria y
no respiratoria (liquido cefalorraquideo, derrame
pleural, pericdrdico, ganglio, ascitis) en pacien-
tes con VIH-SIDA y diabetes mellitus tipo 2. Los
datos se recogieron en una hoja de Excel y se
analizaron utilizando el paquete estadistico para
ciencias sociales version 21 (SPSS Inc.).

RESULTADOS

Se incluyeron 120 pacientes, de los que 88
eran hombres (73.3%); la justificacién de la
realizacion de la prueba desde el inicio fue enfer-
medad aguda grave en 76 pacientes (63.3%), 26
pacientes tenian diagndstico previo de tubercu-
losis (21.7%), se encontraron factores de riesgo
concomitantes, como infeccién por VIH-SIDA,
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en 54 pacientes (45.5%), diabetes mellitus tipo 2
en 47 (39.2%) e inmunodepresion en 7 (5.8%).

La mayor parte de las muestras fueron respi-
ratorias; 75 de ellas (62.5%) se obtuvieron
por esputo; las muestras extrapulmonares se
obtuvieron en el siguiente orden de frecuencia:
27 de liquido cefalorraquideo (22.5%), 11 de
liquido pleural (9.2%), 4 de ganglios (3.3%), 2
pericardicos (1.7%) y uno de liquido de ascitis
(0.8%). Los resultados obtenidos en el total de
las muestras (n = 89, 74.2%) fueron negativos
respecto al BAAR en contraste con GeneXpert y
cultivo, que fueron positivos en 94 (78.3%), con
mutacion en 13 (10.8%) y 26 (21.7%) negativos
del total de la poblacion estudiada. EI mayor
porcentaje de BAAR negativo comparando los
resultados de GeneXpert y cultivo de los que
fueron positivos (falsos negativos) se generd en
los pacientes con infeccién por VIH-SIDA, que
fueron 54 (45%), 7 (8.4%) con inmunodepresion
y 16 (19.2%) padecian diabetes mellitus tipo 2.

Se identificaron 13 pacientes (10%) con mu-
tacién a rpoB, todos fueron muestra de esputo
pulmonar de las que 11 no cursaron con VIH-
SIDA y dos pacientes eran VIH-SIDA positivos.
Este grupo de pacientes conformaron 17.6% del
total, en los que no se tomé decision debido a
que estaban en espera de resultados de sensi-
bilidad especifica para fairmacos de primera y
segunda lineas para posteriormente dictaminar
tratamiento de acuerdo con el grupo lider de
tuberculosis estatal y nacional.

En la evaluacion de las pruebas diagnésticas se
encontr6 que la baciloscopia tuvo sensibilidad
de 35%, valor predictivo negativo de 30% de ma-
nera general, que disminuyé adin mas los valores
mencionados en pacientes con VIH-SIDA. Con
muestras pulmonares la sensibilidad fue de 5%,
valor predictivo negativo 22%; con muestras ex-
trapulmonares la sensibilidad fue de 10%, valor
predictivo negativo 25%, en comparacién con

C
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GeneXpert y cultivo, que mostraron mayor esta-
bilidad manteniendo sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo de 100% en
esta poblacién evaluada (Cuadros 2 a 4).

En esta drea hospitalaria la toma de decision
con el resultado de GeneXpert fue la siguiente:
se inicio tratamiento en 91 casos (76.5%), se
suspendi6 el tratamiento a 1.4%. El tiempo me-
dio de solicitud de la prueba diagnéstica fue de
2.05 dias (26%), resultado 1.24 (16%), dias de
hospitalizacion: 11.53 + 8.3, tiempo medio de
la toma de decision: un dia (Cuadro 5).

DISCUSION

En nuestro estudio, un ensayo disefiado y en-
focado a la region del sureste de México, con
alta prevalencia de tuberculosis pulmonar y
extrapulmonar, ademas de alta asociacion y
prevalencia en los pacientes con comorbilida-
des como VIH-SIDA, diabetes mellitus tipo 2 e
inmunodepresion, se demuestra que la prueba
GeneXpert es rentable debido a que permite
establecer el diagnéstico de ambas maneras y
en los escenarios clinicos descritos, ademas,
demostramos la baja sensibilidad, especificidad
y los falsos negativos generados por las bacilos-
copias en el grupo de pacientes con VIH-SIDA,
asi como en las muestras extrapulmonares vy el
retraso en el diagnéstico, lo que afecta el estado
general de salud de los pacientes e incrementa
la morbilidad y mortalidad.

En el grupo de casos extrapulmonares el mayor
porcentaje se localizé como sospecha diag-
nostica de tuberculosis meningea, en la que la
prueba de ensayo GeneXpert resultd positiva en
27 (22.5%), de los que 20 cursaron con VIH-
SIDA y 7 pacientes no tenian factores de riesgo
determinado. Esta enfermedad implica mal pro-
néstico que se incrementa con el transcurso de
las horas en las que no se asigna tratamiento
médico debido al retraso en el diagnéstico,
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Cuadro 2. Muestras pulmonares

Sensibilidad

BAAR 5
GeneXpert 100

Especificidad
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Valor predictivo
positivo

Valor predictivo
negativo

100 22
100 100

BAAR 35
GeneXpert 100

100 30
100 100

BAAR 29
GeneXpert 100

Todas las cifras representan porcentaje.

Cuadro 3. Muestras extrapulmonares

100 18
100 100

_ Sensibilidad Especificidad Valor predictivo positivo Valor predictivo negativo

VIH-SIDA positivo

BAAR 10 100
GeneXpert 100 100

Todas las cifras representan porcentaje.

Cuadro 4. Porcentaje de positividad y negatividad de acuerdo
con el método utilizado

Baciloscopias 31 (25.9%) 89 (74.2%) 120 (100%)
94 (78.3%) 26 (21.7%) 120 (100%)
94 (78.3%) 26 (21.7%) 120 (100%)

GeneXpert

Cultivos

con lo que se incrementa la mortalidad en este
grupo de poblacién, que representa 15 a 40%
de mortalidad a pesar de régimen de tratamiento
eficaz, por lo que la Organizacién Mundial de
la Salud recomienda el uso de GeneXpert MTB/
RIF como prueba inicial para el diagnéstico de
meningitis tuberculosa.

En nuestra poblacién encontramos sensibilidad y
especificidad del 100% respecto a la evaluacién
de GeneXpert. Este patrén se comparé mediante

100 25
100 100

el resultado de cultivo que mostré la misma
sensibilidad y especificidad manteniéndose de
manera estable; sin embargo, con GeneXpert
obtenemos el resultado en 1.45 horas, lo que per-
mite el inicio temprano del tratamiento médico.

Observamos la prevalencia de falsos negativos
que genera la baciloscopia seriada en muestras
pulmonares y extrapulmonares, que, a pesar de
ser una prueba sencilla y de costo bajo, retrasa
el diagnostico, incrementa los contactos de tras-
mision en la poblacién, no detecta los pacientes
con riesgo de farmaco-resistencia, incrementa
los dias de estancia intrahospitalaria aumentando
los costos dia/cama vy tiene baja sensibilidad y
especificidad en la poblaciéon con VIH-SIDA,
ademds de generar falsos negativos en este gru-
po de pacientes en muestras especificamente
extrapulmonares.
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Cuadro 5. Evaluacién de tiempos y movimientos en el proceso diagndstico

_ Media Desviacion estandar Minimo Maximo

Dias de hospitalizacién 8.58
Solicitud de la prueba 2.05
Entrega de resultados 1.24
CONCLUSIONES

Este estudio demostré que el mayor porcen-
taje de pacientes que ingresan son graves, los
indicadores estables evaluados en la prueba
de deteccién de GeneXpert MBT/RIF mos-
traron que es una prueba Gtil, sobre todo en
muestras extrapulmonares de pacientes con
VIH-SIDA; la prueba es de utilidad para la
toma oportuna de decisiones, y permite la
reduccién de costos hospitalarios directos,
por lo que es una prueba rentable para nuestra
institucion hospitalaria.

BIBLIOGRAFIA

1. Longo DL, Fauci AS, Kasper DL, Hauser SL, Jameson JL, Los-
calzo J, editores. Harrison. Principios de Medicina Interna
Vol. 2. 18% ed. México: McGraw-Hill; 2012.

2. Boehme C, Nabeta P, Hillemann D, Nicol M, Shenai S, Krapp
F, et al. Rapid Molecular Detection of tuberculosis and
rifampin resistance. N Engl J Med 2010;363:1005-15 DOI:
10.1056/NEJM0a0907847.

3. Hernandez-Ledn C, Badial-Hernandez F, Ponce-de-Ledn A,
Sierra-Madero JG, Martinez-Gamboa A, Crabtree-Ramirez
B, et al. Tuberculosis activa en una cohorte de reclusos

7.64
1.09 1 15
0.49 1 3

10.

infectados por VIH en una carcel de la Ciudad de México:
caracteristicas clinicas y epidemioldgicas. Salud Publica
Méx 2012;54(6):571-578.

Castellanos M, SalazarM, Garcia M, Romero R, Avena A,
Ricafio M.Guia para la atencidon de personas con Tubercu-
losis Resistente a Farmacos. México 2015. Disponible en:
http://www.cenaprece.salud.gob.mx/programas/interior/
micobacteriosis/descargas/pdf/guia_tb_mfr_ok.pdf

Kim YW, Kwak N, Seong M-W, Kim EC, Yoo CG, Kim YW, et al.
Accuracy of the Xpert® MTB/RIF assay for the diagnosis of
extra- pulmonary tuberculosis in South Korea. Int J Tuberc
Lung Dis 19(1) 2015:81-86 http://dx.doi.org/10.5588/
ijtld.14.0500

Shah S, Auld S, Brust J, Mathema B, Ismail N, Moodley P,
et al. Transmission of extensively drug-resistant tubercu-
losis in South Africa. N Engl ) Med 2017;376:243-253 DOI:
10.1056/NEJMo0a1604544.

Omrani AS, Al-Otaibi MF, Al-Ateah SM, Al-Onazi FM, Baig
K, El-Khizzi NA, et al. GeneXpert MTB/RIF testing in the
management of patients with active tuberculosis; a real
life experience from Saudi Arabia. Infect Chemother
2014;46:30-4. doi:10.3947/ic.2014.46.1.30

Caminero JA. Tratamiento de la tuberculosis segun el dife-
rente patrén de resistencias. Med Clin 2010;134:173-81.
DOI: 10.1016/j.medcli.2008.12.024

OMS. Guia para el monitoreo y la evaluacidon de las activi-
dades de colaboracién TB/VIH. 2015;2:44.
Longo DL, Fauci AS, Kasper DL, Hauser SL, Jameson JL, Los-

calzo J, editores. Harrison. Principios de Medicina Interna.
Vol. 2. 182 ed. México: McGraw-Hill; 2016.

387





