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RESUMEN. Introduccion: La emergencia de la tuberculosis y de cepas
multidrorresistentes representa un problema para el control de la tuber-
culosis. El objetivo fue evaluar el Xpert MTB/RIF en grupos vulnerables.
Material y métodos: Se estudiaron 82 muestras pulmonares con indi-
cacion de Xpert, en el Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto
«Pedro Kourf» de mayo a octubre del 2016. Se realiz6 la baciloscopia y
cultivo segdn los procedimientos del laboratorio, el Xpert de acuerdo
con las normas del fabricante. Los resultados del ensayo molecular se
compararon con el cultivo (deteccion de Mycobacterium tuberculosis) y
método de las proporciones (susceptibilidad a rifampicina). Resultados:
Los grupos vulnerables donde mas se diagnosticaron casos de tuberculo-
sis fueron los VIH positivos (nueve), seguido de los previamente tratados
(ocho). El Xpert detecté tuberculosis en 21 casos, de los cuales ocho
fueron baciloscopia negativa. Existié buena concordancia entre Xpert
y los métodos de cultivo (mayor de 92%) y excelente coincidencia con
el método de las proporciones. Conclusiones: El Xpert tuvo un efecto
positivo en el manejo oportuno de casos. La excelente correlacion entre
Xpert MTB/RIF y el método de las proporciones demuestra la utilidad
del sistema para la evaluacién rapida de la resistencia a rifampicina
como indicador de tuberculosis-multidrogorresistente.
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ABSTRACT. Introduction: The emergence of tuberculosis (TB) and
multidroresistant strains represents a problem for TB control. The
objective was to evaluate the Xpert MTB/RIF (Xpert) in vulnerable groups
(VG). Material and methods: We studied 82 pulmonary samples with
Xpert indication, at the National Reference Laboratory, «Pedro Kourf»
Institute, from May to October 2016. Sputum smear (AFB) and culture was
performed, according to the laboratory procedures and Xpert according
to the manufacturer’s standards. The results of the molecular assay were
compared with the culture (detection of Mycobacterium tuberculosis) and
proportions method (susceptibility to rifampicin). Results: The VC where
most cases of TB were diagnosed was HIV positive (nine), followed by
those previously treated (eight). Xpert detected TB in 21 cases, of which,
eight was AFB negative. There was good agreement between Xpert and
culture methods (greater than 92%) and excellent coincidence with the
proportions method. Conclusions: The Xpert had a positive impact on
the timely handling of cases. The excellent correlation between Xpert
MTB/RIF and the proportions method demonstrates the utility of the
system for the rapid assessment of rifampicin resistance as an indicator
of TB - MDR.

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Xpert Mtb/RIF,
rifampicin.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB), es una de las 10 principales causas de
muerte y la causa principal de un solo agente infeccioso
(por encima del VIH/sida). La TB constituye un importan-
te problema de salud a nivel mundial, principalmente en
paises de medianos y bajos ingresos." La emergencia y di-
seminacion de cepas de Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
resistentes a diferentes drogas representa en la actualidad
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un serio problema para el control mundial de la TB, por lo
que el diagndstico temprano de una TB activa y la deteccion
precoz de cepas multidrogorresistente (MDR) es esencial
para interrumpir la cadena de transmisién.?

La principal limitacién de los Programas de Control
(PNC) de la TB es la dificultad para realizar el diagndstico
temprano de la TB. La baciloscopia ha sido el método inicial
para el diagndstico de la TB por su simplicidad, rapidez de
procesamiento y bajo costo. Sin embargo, su baja sensibi-
lidad (45-80%), limita la utilidad de esta técnica. El cultivo
es mas sensible, pero requiere de técnicas mas complejas,
que demoran entre 30 y 60 dias en demostrar el desarrollo
micobacteriano. Por eso, en los Gltimos decenios se han
desarrollado nuevos métodos de diagnéstico de la TB que
intentan superar las limitaciones de la baciloscopia y del
cultivo.**

En la Gltima década se han desarrollado técnicas molecu-
lares para el diagndstico de la TB que ofrecen mayor rapidez,
con una buena sensibilidad y especificidad. Uno de estos
sistemas es el ensayo Xpert, el cual fue recomendado por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en el 2011. Tiene
como ventaja que no requiere de una infraestructura espe-
cializada ni de personal altamente calificado, resulta menos
complejo que otras pruebas moleculares, reduce el riesgo
de contaminacion cruzada y del personal del laboratorio,
ademas, posibilita realizar el diagnéstico de Mtb de manera
directa de una muestra clinica en menos de dos horas.>”

La deteccion de resistencia a rifampicina (RIF), droga de
primera linea en el tratamiento de la TB y a su vez marcadora
de TB-MDR en paises de alta carga, es de vital importancia.
El principal mecanismo de resistencia de Mtb a esta droga
esta dado por mutaciones en el gen rpoB. Més del 90% de
las cepas con resistencia a este farmaco muestran, ademas,
resistencia a isoniacida, por lo tanto las personas pueden
ser portadores de TB-MDR. Segin la literatura, la sensibi-
lidad para detectar la resistencia a la RIF con este método
es alrededor de 95%, pero con una especificidad menor.?

En Cuba la TB no constituye un problema de salud pu-
blica. En el aflo 2017 se notificaron un total de 659 casos
para una tasa de notificacién de 5.9 x 100,000 habitantes.’
Ademas, la vigilancia continua de la resistencia a las drogas
antituberculosas indica que las cifras de TB-MDR en el pas
son bajas.” Sin embargo, la coinfeccion TB/VIH ha mostra-
do una tendencia ascendente en los Gltimos afos (12.3% en
el ano 2014) (Ministerio de Salud Publica [MINSAP]; datos
no publicados, 2016).

Para el Laboratorio Nacional de Referencia e Investiga-
ciones de Tuberculosis, Lepra y Micobacterias (LNRI-TBLM)
y el PNC de Cuba constituye una prioridad contar con
herramientas que permitan un diagnéstico oportuno, tanto
de la TB como de la resistencia a las drogas.

Recién el LNRI-TBLM dispone del Xpert. El PNC junto
al LNRI-TBLM elaboré normativas basadas en las reco-
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mendaciones de la OMS, dirigidas a los grupos vulnerables
(GV) con més probabilidad de contraer TB y desarrollar
resistencia a las drogas antituberculosas. El empleo del
ensayo molecular en GV, como los pacientes infectados
por el VIH-sida, pudiera repercutir de manera positiva
en el diagnéstico oportuno de la TB, ya que su mayoria
cursa con baciloscopia negativa, asi como en los casos de
pacientes reclusos y exreclusos. Adicionalmente, permitiria
detectar de forma rdpida la resistencia a RIF en personal
que realiza intercambio con paises con elevada carga de TB
resistente. Estas acciones contribuirdn a un mejor control,
diagnéstico y tratamiento de la TB, asi como la vigilancia de
la resistencia en Cuba. El objetivo del estudio fue evaluar
las repercusiones del método Xpert MTB/RIF en GV.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo, prospec-
tivo de corte transversal. El universo estuvo conformado
por todas las muestras pulmonares de pacientes con sos-
pecha clinica de TB con indicacién de Xpert recibidas en
el LNRITBL-Instituto «Pedro Kouri», durante el periodo de
mayo a octubre del 2016.

EI LNRITBL-Instituto «Pedro Kouriy, seglin las normativas
elaboradas por el PNC, da prioridad para realizar el ensayo
molecular a personas con mayor riesgo de enfermar de TB
y desarrollar resistencia a las drogas como: contacto de ca-
sos de TB pulmonar bacilo 4cido alcohol resistente (BAAR)
positivo, pacientes VIH, pacientes previamente tratados,
reclusos y exreclusos, personal procedentes de paises de
alta carga de TB y TB-MDR, incluidos extranjeros, nifios,
individuos con otras enfermedades crénicas con alta sospe-
cha de TB, trabajadores del sector salud relacionados con
la atencién a enfermos, asi como personas de unidades de
salud con internamiento prolongado (hogares de ancianos
e impedidos fisicos), por lo que el tamafno de la muestra
quedd constituida por 82 especimenes.

Criterios de inclusién: muestras pulmonares con in-
dicacion de Xpert, identificadas de forma adecuada, con
volumen igual o superior a 3 mL o a las que no se realiz6
el cultivo bacteriol6gico.

Criterios de exclusion: muestras derramadas, las que no
estuvieran identificadas adecuadamente, volumen inferior
a 3 mL o a las que no se realiz6 el cultivo bacteriolégico.

Las muestras fueron divididas en 2 alicuotas: 1 mililitro
(mL) se procesé mediante el Xpert MTB/RIF; y al resto se
le practicé la baciloscopia y procesamiento para el cultivo
sélido y liquido, segtin lo establecido en el PNC de la TB."

Procesamiento para el Xpert: se adicion6 2 mL del
reactivo de muestra del Xpert MTB/RIF a 1T mL de esputo
fresco. Posteriormente, se dio vortex por unos segundos y
se dejo actuar por 10 minutos, luego se mezcl6 por vortex
de nuevo y se esper6 cinco minutos mas. El esputo tratado
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se transfirié con pipeta estéril (2 mL) al cartucho Xpert MTB/
RIF, se cargd al equipo y se esper6 1 hora'y 50 minutos para
la salida de los resultados de la prueba. La interpretacién
de los resultados se realizé de acuerdo al fabricante.”

Procesamiento para cultivo: las muestras pulmonares se
descontaminaron por el método de Petroff modificado,
para eliminar la flora normal. La inoculacién, incubacién y
lectura se realizé, segin lo establecido en el Procedimientos
Normados de Operacién (PNO) del laboratorio y el PNC™
de Cuba.

Identificacién en especie: se realiz6 por el ensayo inmuno-
cromatigréfico SD BIOLINE, para la deteccién del AgMPT64:
antigeno MPT 64 (presente s6lo en el complejo Mtb).

A todos los aislados identificados como complejo Mtb,
se les practico el estudio de susceptibilidad a la rifampicina
(RIF) por los métodos fenotipicos, segtin lo establecido en
el PNO del laboratorio y el PNC."

Andlisis estadistico de los resultados y cdlculo de los pa-
rdmetros de desemperio del ensayo molecular: se utilizé el
programa para analisis epidemioldgico de datos tabulados
EpiData (por sus siglas en inglés), versién 3.1 (EpiData As-
sociation, Dinamarca), con un intervalo de confianza del
95%. Los resultados obtenidos por Xpert se compararon
con las técnicas convencionales en cultivo sélido LJ. Los
resultados de susceptibilidad a la RIF se compararon con
los obtenidos mediante el método de las proporciones.
Para calcular los indicadores de desempeno se utilizé6 como
método de referencia el cultivo bacteriolégico.

Aspectos éticos: no hubo conflictos de intereses entre
los autores. El protocolo de investigacion fue evaluado
y aprobado por la Comisién Cientifica Especializada de
Microbiologfa y el Comité de Etica de Investigacién-1PK
(Codigo de aprobacién: CEI-IPK 50-16). Por el tipo de
estudio que se realiz6 no se requiri6 de consentimiento
informado de los pacientes que intervinieron en el estudio.

RESULTADOS

Por el Xpert MTB/RIF se detecté ADN de Mtb en 21 ca-
sos, y por el cultivo bacteriolégico para micobacterias se
identifico 15 aislados de Mtb, seis casos menos que por el
ensayo molecular.

En la tabla 7 se exponen los resultados obtenidos em-
pleando el ensayo molecular Xpert MTB/RIF segtn los GV
estudiados. Se debe sefalar que el mayor nimero de mues-
tras estudiadas pertenecieron a pacientes VIH/sida con 51
(62.2%) y en nueve (17.6%) se detecté la presencia de Mtb,
y dentro de ellos, cuatro fueron negativos a la baciloscopia.
Es vélido sefalar que dentro de este grupo, cinco cumplian
también la condicién de haber sido reclusos o exreclusos.
El segundo grupo que mas casos de TB aportd fueron los
previamente tratados (ocho), en todos se detecté Mtb, dos
de los cuales fueron baciloscopia negativa.

Xpert MTB/RIF detecté ADN de Mtb en 21 (25.6%) casos,
de éstos sélo en uno se detect6 resistencia a la RIF, la prueba
resulté negativa a TB en 57 (69.5%) casos y en cuatro (4.9%)
se observo errores de la prueba o el resultado fue no valido.

También se compararon los resultados del Xpert con el
cultivo. Para este analisis no se tuvieron en cuenta los cul-
tivos contaminados o los resultados invalidados o con error
al correr la prueba por el ensayo molecular. De los 21 casos
positivos a Mtb por Xpert, se confirmaron 15 (71.4%) por
el cultivo y en seis (28.6%) no se obtuvo crecimiento. Por
otro lado, el Xpert MTB/RIF permiti6 detectar TB en ocho
casos que habian sido negativos a la baciloscopia. Uno de
los casos con baciloscopia positiva con resultados de TB
no detectada por el Xpert resulté ser una micobacteria no
tuberculosa por el cultivo.

Los indicadores de desempefio (ID) del Xpert MTB/ RIF
para los casos con baciloscopia negativa, evidencio valores
de sensibilidad (S), especificidad (E), concordancia (C), valor

Tabla 1: Resultados de Xpert MTB/RIF segun los grupos vulnerables estudiados.

Casos positivos
Grupos vulnerables No. % No. Baciloscopia (+) Baciloscopia (-)
VIH/sida 51/82 62.2 9 5 4
Previamente tratados 8/82 9.8 8 6 2
Extranjeros 8/82 9.8 1 0 1
Nifios (mayor 12 afios) 4/82 49 1 1 0
Otras enfermedades crénicas 5/82 6.1 2 1 1
Hogar de ancianos 3/82 3.7 0 0 0
Fumadores 2/82 24 0 0 0
Trabajador salud 1/82 1.2 0 0 0
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predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) de
100%, 92.86%, 93.22%, 42.86% y 100%, respectivamente,
con un indice de Youden muy cercano a 1 (0.93) (mayor
de 0.75 para considerar una prueba diagnéstica aceptable).
Para los casos BK (+), todos los ID de la prueba fueron de
100% con un indice de Youden perfecto (Tabla 2).

La prueba de susceptibilidad a la RIF por el método
de las proporciones se realiz6 a los aislados de Mtb con
un nimero de colonias > 10, como resultado se obtuvo
15 aislamientos de Mtb sensibles a RIF, s6lo uno resis-
tente a esta droga. No se calcularon los indicadores de
desempeno del ensayo molecular Xpert debido al escaso
ndmero de aislados estudiados, lo cual fue una limitante
de este estudio.

DISCUSION

Una de las principales prioridades de PNC a nivel mundial
es la deteccion oportuna de los casos de TB y de la resis-
tencia de TB-MDR. El diagnéstico rédpido de la TB, es un
paso importante para comenzar el tratamiento adecuado,
implementar medidas y lograr un control epidemiolégico
efectivo de la enfermedad.”

Cuba muestra una baja tasa de incidencia de TB y se
encuentra entre los paises que pueden eliminar la enfer-
medad como problema de salud. Dentro de las tareas
del Ministerio de Salud Publica de Cuba para lograr este
propésito se encuentra la introduccion de herramientas
para el diagnéstico répido de la TB, con prioridad para los
GV, los cuales tienen de 30-50 veces mds probabilidad de
enfermar de TB que la poblacién general."

Una de las herramientas para lograr este fin es el
sistema Xpert MTB/RIF, técnica molecular recomendada
por la OMS en el 2011 para el diagnéstico rapido de la
TB y de la susceptibilidad a la RIF.”* Con este estudio se
evalué el impacto de este ensayo en los principales GV
con mayor probabilidad de enfermar de TB y desarrollar
resistencia.

Del total de pacientes estudiados, el 62.2% corres-
pondié a pacientes VIH positivos, resultados inferiores a
los reportado por Khanal y colaboradores,'® que en un
estudio conducido en Nepal detectaron que el 77% de los
casos investigados por Xpert correspondieron a este tipo
de pacientes, lo cual podria estar relacionado con que se
investigaron un mayor niimero de pacientes que procedian
de paises con elevada prevalencia de TB-VIH, ademas, en
Cuba el diagnéstico molecular de TB sélo esta disponible
en el IPK, por lo que la mayoria de los pacientes dentro de
los GV estudiados fueron VIH positivos que procedian del
Hospital de Referencia Nacional de Atencién del Paciente
VIH ubicado en la misma institucion.

La TB es la enfermedad oportunista mds comun entre
los pacientes infectados con el VIH. El riesgo de un indi-
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Tabla 2: Indicadores de desempefio del Xpert MTB/RIF de acuerdo con
los resultados de la baciloscopia.

Pacientes con Pacientes con

Indicadores de baciloscopia baciloscopia

desempeiio negativa (%) positiva (%)
Sensibilidad 100.00 100
Especificidad 92.86 100
Concordancia 93.22 100
Valor predictivo + 42.86 100
Valor predictivo - 100.00 100
indice Youden 0.93 1

viduo sin VIH de desarrollar TB puede variar de 5-15% en
toda la vida, mientras que en aquellos infectados con TB y
coinfectados con VIH, el riesgo aumenta en orden de 50%
en un ano."”"® La coinfeccién de TB-VIH sigue siendo uno
de los mayores problemas de salud a nivel mundial y ame-
nazan los programas de control de ambas enfermedades.”
La TB puede ser muy dificil de detectar en las personas
seropositivas al VIH, lo que puede retrasar el diagnéstico,
por lo que la introduccién del Xpert MTB/RIF es de una gran
repercusion para el diagnéstico en este tipo de pacientes.

Otro de los grupos de alto riesgo de contraer TB que se
estudiaron fueron los reclusos y exreclusos. En esta inves-
tigacién se estudiaron cinco casos que a la vez cumplian
la condicién de ser VIH positivos, de los cuales en dos se
detect6 TB. Sobre este grupo en particular existen escasos
reportes. En cualquier pafs las personas privadas de libertad
viven con frecuencia hacinadas en instalaciones con insu-
ficiente ventilacion. Estas condiciones son propicias para
el desarrollo de enfermedades infecciosas crénicas, inclu-
yendo la TB y el VIH.? Para mitigar el riesgo de contraer
TB en este grupo se hace necesario llevar a cabo urgentes
intervenciones, como la reduccién del hacinamiento, la
basqueda activa de sintomdticos respiratorios y el diagn6s-
tico rapido de la enfermedad para evitar la transmisién y
comenzar el tratamiento de forma rapida y oportuna. En
Cuba se desconoce la prevalencia de TB en prisiones por
lo que serfa necesario realizar investigaciones dirigidas en
especial a este grupo de riesgo para conocer la magnitud
real del problema.

Nuevas tecnologfas como el sistema Xpert MTB/RIF, pue-
den proveer la oportunidad de una temprana identificacién
de la TB, en menos de dos horas. El cultivo requiere mas
de 30 dias para emitir el diagnéstico. Ademds , el método
molecular pudiera reducir potencialmente los costos aso-
ciados con visitas a clinicas, medicamentos, radiografias de
torax, asi como del tratamiento de las infecciones asociadas,
con la reduccién subsecuente de la morbilidad y la mor-
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talidad, por lo que seria muy apropiado su uso en paises
de ingresos bajos y medios. Es importante sefalar que los
métodos convencionales no deben ser reemplazados en su
totalidad pues provee el perfil de resistencia no sélo a RIF,
sino también a otras drogas antituberculosas.**?

En esta investigacion de los 21 casos de TB identificados
por el ensayo molecular, el 71.4% se confirmé por el cultivo.
El cultivo bacteriolégico es la prueba de oro y desempena
un papel importante para el diagnéstico de Mtb, pero re-
sulta muy lento y laborioso, ademas tiene una moderada
S.*23 Los pacientes con examen directo negativo, depen-
den de los resultados del cultivo para poder comenzar el
tratamiento, si la carga bacteriana de la muestra es muy
baja puede suceder que la micobacteria no se desarrolle
en el medio de cultivo." El Xpert no sélo provee la ventaja
de la rapidez del diagnéstico de la TB; sino que también
detecta un bajo nimero de copias del genoma de Mtb en la
muestra,* por lo que el uso de este método de diagndstico
rapido serfa de gran utilidad.

Resultados inferiores a los obtenidos en este trabajo
fueron reportados por Loannidis y colegas®® en Atenas,
Grecia en el 2010, pais de baja tasa de incidencia de TB
(4.5 x 100 habitantes en el 2015), de 80 muestras pulmo-
nares estudiadas 31 fueron positivas a Mtb por Xpert, y se
confirmaron por cultivo 29 (93.5%).

En la actual investigacion, la S del Xpert en los casos
en que la baciloscopia fue negativa, fue del 100%. Estos
resultados son superiores a lo reportado por Armand y
su equipo®® que obtuvo un 57% de S en 28 muestras de
pacientes con baciloscopia negativa y lo reportado en el
ambito internacional (72-77%).%"* Estas diferencias pudie-
ran estar dadas por el de tamafo de la muestra utilizada
en esta investigacion, lo cual es una limitacién del estudio.

Para los pacientes con baciloscopia positiva, todos los
indicadores fueron perfectos. Similares resultados obtuvie-
ron Zeka y colaboradores® en una investigacion en Turquia
realizada en 253 muestras pulmonares. Boehme y colegas®
en un estudio multicéntrico en el 2011 reporté valores de S
entre 96%-100%, cifra que vari6 seglin los paises participan-
tes (Sudafrica, India, Per(, Azerbaiyan, Uganda, y Filipinas).

Los resultados de la baciloscopia, al igual que el Xpert,
se obtienen en el mismo dia pero ésta s6lo informa gé-
nero, ademas de la S limitada de la técnica que para ser
positiva debe tener entre 5,000 y 10,000 bacterias por
mililitro de muestra.*® El beneficio de la introduccion del
Xpert esta dado en que permitié al personal médico ob-
tener los resultados de la deteccion Mtb en el mismo dia
y adicionalmente la informacién de la susceptibilidad a la
RIF, comenzar rapidamente el tratamiento antituberculoso
especifico, lo que evit6 la ocurrencia de complicaciones
graves, sobre todo en los pacientes cuyo examen directo
fue negativo o en personas que viven con VIH. Por otro
lado, el ensayo provee informacién semicuantitativa de la

carga de Mtb, que constituye un biomarcador importante
para determinar la gravedad de la enfermedad y evaluar el
riesgo de trasmision.*'

En la presente investigacion sélo se identificé resistencia
a RIF en una muestra, esto unido al escaso niimero de
muestras que resultaron positivas durante el periodo de
estudio impidi6 el célculo de los ID para el Xpert en lo
referente a la deteccién de resistencia. No obstante, es
importante sefalar que la resistencia identificada por el
Xpert fue confirmada por el método de proporciones (MP).

En paises con baja incidencia de TB, como Cuba, la
prevalencia de resistencia a RIF es inferior al 5% entre los
pacientes que no han sido tratados de manera previa, pero
aumenta al 10% en los casos que han recibido tratamiento
previo. Se recomienda en ambos casos realizar una prueba
confirmatoria para establecer el diagnéstico definitivo de
resistencia. Otros autores plantean que si la prevalencia de
la resistencia a RIF es menor al 2% en una poblacién, una
prueba molecular positiva tiene un 50% de posibilidades
de ser un error de laboratorio.?

Se concluye que el Xpert MTB/RIF permiti6 realizar el
diagndstico rapido de TB en un mayor niimero de pacientes,
con un efecto muy positivo en el manejo oportuno de casos
de los principales GV estudiados. La excelente correlacién
entre Xpert MTB/RIF y el método de las proporciones de-
muestra la utilidad del ensayo para la evaluacién rapida de
la resistencia a RIF como indicador de TB-MDR.
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