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RESUMEN

Introduccion: De acuerdo con los reportes en la literatura
mundial, el diagnostico etiologico de las localizaciones
extrapulmonares de tuberculosis se realiza con muy baja
frecuencia; de ellas, la forma meningea —que es una de las
mas frecuentes— requiere de un diagnostico y tratamiento
tempranos debido a su elevada mortalidad y secuelas
neuroldgicas. En este estudio, se presenta la experiencia
obtenida en el analisis comparativo del empleo de una
prueba rapida de reaccion en cadena de la polimerasa y
de resistencia a rifampicina (GeneXpert MTh/RIF)MR con
técnicas convencionales de tincion, cultivo, tipificacion y
sensibilidad antimicrobiana en 693 pacientes con sospecha
clinica de tuberculosis extrapulmonar, principalmente
meningea. Material y métodos: Se llevo a cabo un
estudio comparativo de los resultados obtenidos en el
analisis de 693 muestras provenientes del mismo nimero
de pacientes con sospecha clinica de tuberculosis de loca-
lizacion extrapulmonar utilizando una técnica rapida de
reaccion en cadena de la polimerasa y de sensibilidad a
la rifampicina (GeneXpert MTB/RIF)MR y las técnicas de
frotis y tincion Ziehl-Neelsen, cultivo Lowestein Jensen
(BioMerieux), MGIT (Becton Dickinson), tipificacion Gen
Probe (Accuprobe), Genotype MTBRD (Hain Lifescience)
y sensibilidad antimicrobiana MGIT (Becton Dickinson)
y Genotype MTBRD (Hain Lifescience). Resultados: La
mayor parte de las muestras estudiadas correspondi6 a
liquidos cefalorraquideos, seguida de liquidos pleurales.
Ciento un muestras fueron positivas por cultivo, 74 de los
aislamientos correspondi6 al complejo Mycobacterium
tuberculosis, 22 a Mycobacterium avium y cinco a Myco-
bacterium kansasii. EI método mas sensible fue el cultivo
en el medio de MGIT (86.12%), seguido de la prueba
GeneXpert (73.2%). Ninguna de las cepas del complejo
Mycobacterium tuberculosis mostré resistencia a rifam-
picina ni a ninguno de los antimicrobianos evaluados. El
tiempo promedio para la obtencion de resultados

ABSTRACT

Introduction: In most cases of extrapulmonary tuberculo-
sis, its etiological diagnosis is very seldom acomplished.
The meningeal form of tuberculosis requires an early diag-
nosis and treatment because of its high rate of mortality and
neurological sequelae. In this study, we report the results
obtained with the use of a polymerase chain reaction and
rifampin resistance technique (GeneXpert MTB/RIF)™
in 693 patients with the presuntive diagnosis of extrapul-
monary tuberculosis, in comparison with the conventional
techniques of stains, culture, tipification and antimicrobial
susceptibility. Material and methods: We make a retrospec-
tive analysis of the results obtained in 693 samples of the
same number of patients with presuntive clinical diagnosis
of tuberculosis using the Ziehl-Neelsen stain technique, two
culture media: Lowestein Jensen (BioMerieux) and Middle-
brook broth base 7H9 (MGIT Becton Dickinson), two
tipification techniques: Gen Probe (Accuprobe), Genotype
MTBRD (Hain Lifescience), two antimicrobial susceptibil-
ity methods: Genotype MTBRD (Hain Lifescience), MGIT
(Becton Dickinson) and a rapid technique of polymerase
chain reaction and rifampin resistance (GeneXpert MTB/
RIF (Cepheid), in the lapse of five years. Results: Most
of the samples studied correspond to CSF and pleural
effusions. 101 samples were positive by culture. 74 of the
isolations correspond to the Mycobacterium tuberculosis
complex, 22 to Mycobacterium avium, and five to Myco-
bacterium kansasii. The most sensitive method was the
culture in the MGIT medium (86.12%), followed by the
technique of GeneXpert (73.2%). None of the strains of
Mycobacterium tuberculosis complex showed resistance to
rifampin or to the other antimicrobials studied. The mean
time for the obtention of a positive result was 34 days for
the culture in the Lowestein Jensen media, 14 for the MGIT
media, and 2.5 hours for the GeneXpert test. Conclusions:
The GeneXpert MTB/RIF Test™ used in the study of 693
patients with the presuntive diagnosis of extrapulmonary
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positivos fue de 34 dias para el medio de Lowestein Jensen,
14 dias para el medio de MGIT y 2.5 horas para la prueba
de GeneXpert. Conclusiones: La prueba de GeneXpert
MTB/RIF utilizada en el estudio de 693 pacientes con
diagndstico clinico de probable tuberculosis extrapulmonar
mostré como ventajas sobre las otras técnicas utilizadas
menor tiempo para la obtencion de resultados positivos
(horas versus dias), sensibilidad y especificidad elevadas,
simplicidad de la técnica, y determinacion adicional de
resistencia a rifampicina; como desventajas: no detectar

tuberculosis showed numerous advantages over the con-
ventional techniques: shorter time of obtention of results
(hours versus days). High sensitivity (73.2%) and specific-
ity (100%) —its sensitivity, considering only the isolations
of Mycobacterium tuberculosis complex, was 100%-—, the
additional determination of rifampin resistance, and its
technical simplicity. Its disadvantages were: no detection of
strains other than the Mycobacterium tuberculosis complex
(26.8% of the cases) and its high cost.
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INTRODUCCION

e acuerdo con datos de la Organizacién Mundial de

la Salud, la tuberculosis a nivel mundial represent6
la segunda causa de muerte por agentes infecciosos en
el afo 2011; 8.7 millones de personas enfermaron y 1.4
millones murieron por esta causa.! En nuestro pais, de
acuerdo con los datos del CENAPRECE,? en ese afo se
registraron 19,445 nuevos casos en todas sus formas cli-
nicas, principalmente la pulmonar, seguida de las formas
ganglionar y meningea, con una frecuencia de 17.8 por
100 mil habitantes.

De las diversas localizaciones extrapulmonares de la
tuberculosis, la meningea es una de las mas devastadoras por
su elevada mortalidad y sus severas secuelas neuroldgicas en
los que sobreviven. En numerosas publicaciones se ha sefia-
lado el hecho de que el establecimiento de su diagnéstico y
tratamiento tempranos reduce notablemente su mortalidad
y sus secuelas. La tuberculosis pleural es la segunda forma
mds frecuente de tuberculosis extrapulmonar y la causa mas
frecuente de derrame pleural en lugares de alta prevalencia
de infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana.3-

Los métodos convencionales utilizados para el aisla-
miento, identificacién y determinacion de susceptibilidad
antimicrobiana de micobacterias son lentos, laboriosos, y
requieren de procesos secuenciales complejos, equipos
de alta tecnologfa, cabinas de bioseguridad, dreas espe-
ciales y personal altamente experimentado y capacitado.
Adicionalmente, el diagnéstico de las infecciones por mi-
cobacterias en localizaciones extrapulmonares se realiza
con muy baja frecuencia, debido a que la obtencién de
las muestras necesarias para estudio requiere de métodos
invasivos, es dificil el obtener muestras adicionales y el
ndmero de micobacterias siempre es menor al encontrado
en muestras pulmonares.®

El propésito de este trabajo es dar a conocer la ex-
periencia obtenida en el estudio de 693 probables casos
de tuberculosis extrapulmonar en pacientes atendidos
en los cuatro hospitales del Centro Médico «La Raza»
del Instituto Mexicano del Seguro Social utilizando una
técnica rapida de reaccion en cadena de la polimerasa
y resistencia a la Rifampicina (GeneXpert MTB/RIF), en
comparacién con las técnicas convencionales de tin-
cién, cultivo, tipificacién y sensibilidad antimicrobiana,
y las sensibilidades, especificidades y valores predictivos
obtenidos.

MATERIAL Y METODOS

Se llevo a cabo un andlisis retrospectivo de la sensibilidad,
especificidad y valores predictivos obtenidos con una
técnica rapida de reaccion en cadena de la polimerasa
y de resistencia a la rifampicina (GeneXpert MTB/RIF),
en relacion con las técnicas convencionales de tincién
Ziehl-Neelsen, cultivo Lowestein Jensen (Biomerieux),
caldo base 7H9 Middlebrook (MGIT, Becton Dickinson),
tipificacion Accuprobe (Gen Probe) y Genotype MTBRD
(Hain Lifescience), y susceptibilidad antimicrobiana
MCGIT (Becton Dickinson) y Genotype MTBRD (Hain
Lifescience), en 693 muestras de origen extrapulmonar
(cuadro 1) provenientes del mismo ndmero de pacientes
con sospecha clinica de infeccién por micobacterias, de
los cuatro hospitales del Centro Médico Nacional «La
Raza» del Instituto Mexicano del Seguro Social, en el
lapso de cinco afos (2009-2013).

Para la obtencién, envio y procesamiento de las
muestras estudiadas se utilizaron los criterios y medidas
de seguridad recomendados por la Organizacion Mundial
de la Salud,” la Organizacién Sanitaria Panamericana,?
el Centro Nacional de Diagnéstico y Referencia de la
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Secretaria de Salud,” el Centro de Control y Prevencion
de Enfermedades Infecciosas de Estados Unidos de Nor-
teamérica,'% " el Instituto de Investigaciones Biomédicas
de la Universidad Nacional Auténoma de México' vy la
Asociacion Americana de Microbiologia,'® y se llevaron a
cabo los procedimientos recomendados por la Organiza-
cién Mundial de la Salud.™

Las muestras para estudio en un volumen de 700
microlitros se colocaron en tubos cénicos estériles de
poliestireno de 15 mililitros libres de enzimas inhibidoras
de 4cidos nucleicos; se les anadieron 1,500 microlitros de
solucion de lisis, se incubaron 15 minutos a temperatura
ambiente, agitdndolos con un vértex en tres ocasiones
cada cinco minutos, después de lo cual el contenido
se transfirié a un cartucho de prueba, mismo que se
colocé en el equipo para su procesamiento y lectura
automadticos.

RESULTADOS

De los 693 pacientes estudiados, 363 correspondieron
al sexo masculino (52.3%) y 330 al femenino (47.7%). La
mayor parte de las muestras estudiadas correspondieron a
liquido cefalorraquideo (83.2%) y liquido pleural (14.3%)
(cuadro 1). Se logré aislamiento por cultivo de micobac-
terias en 1071 de los pacientes, 87 muestras en el medio

Cuadro I. Muestras estudiadas.

Muestra NE %

Liquido cefalorraquideo 576 83.2
Liquido pleural 99 14.3
Liquido peritoneal 8 12
Muestras diversas 6 0.8
Biopsias diversas 4 0.5
Total 693 100

de MCIT y 68 muestras en el de Lowestein Jensen; la
tincion de Ziehl-Neelsen fue positiva en 19, la prueba
de GeneXpert fue positiva en 74 de las muestras. Un
total de 74 de las cepas aisladas correspondié al com-
plejo Mycobacterium tuberculosis, 22 a Mycobacyterium
avium y cinco a Mycobacterium kansasii (cuadros 'y Il).

En el cuadro IV se muestran los valores predictivos,
sensibilidad, especificidad y prevalencia obtenidos con
los diferentes métodos utilizados.

Ninguna de las cepas aisladas del complejo Myco-
bacterium tuberculosis mostré resistencia a los antimi-
crobianos evaluados, lo que coincidié con los resultados
obtenidos con la prueba de GeneXpert de sensibilidad
a la rifampicina.

El tiempo promedio de desarrollo por cultivo de
las cepas aisladas en el medio de Lowestein Jensen fue
de 34 dias; en el de MCIT, de 14, y con la técnica de
GeneXpert, de 2.5 horas.

COMENTARIOS

La deteccién y el tratamiento oportuno de pacientes con
tuberculosis son la clave para su control epidemiolégico;
sin embargo, su diagnéstico etiolégico por el laboratorio
continla representando un gran reto para los servicios
de salud, debido a que los recursos necesarios para

Cuadro I1. Porcentajes de positividad de acuerdo con el

método utilizado.

Meétodo #+ %

Cultivo MGIT 87 125
GeneXpert 74 10.9
Cultivo Lowestein Jensen 68 9.8
Frotis y tincion Ziehl-Neglsen 19 2.7

Cuadro I11. Géneros y especies aisladas por cultivo.

Microorganismos Liquido cefalorraquideo Liquido pleural Absceso renal Total %

Complejo Mycobacterium tuberculosis 56 17 1 74 73.2
Mycobacterium avium 21 1 0 22 21.7
Mycobacterium kansasii 5 0 0 5 5.1
Totales 82 18 1 101 100

Rev Latinoam Patol Clin Med Lab 2014; 61 (3): 140-144

www.medigraphic.com/patologiaclinica



Barriga AG et al. Evaluacion de la prueba GeneXpert en el diagnéstico rapido de la tuberculosis extrapulmonar 143

Cuadro 1V. Sensibilidad, especificidad, prevalencia y valores predictivos de cuatro pruebas utilizadas en el diagnéstico de 693 casos

probables de tuberculosis extrapulmonar.

Cultivo Lowestein

Parametro Tincion Ziehl-Neelsen Cultivo MGIT Jensen GeneXpert
Valor predictivo positivo (%) 100 100 100 100
Valor predictivo negativo (%) 89.16 98.05 94.57 95.64
Sensibilidad (%) 18.81 86.12 67.34 73.28
Especificidad (%) 100 100 100 100
Prevalencia (%) 1457 1457 1457 1457

lograr este objetivo no siempre estan disponibles, y por-
que por las caracteristicas particulares de los organismos
causales, se requieren de dias a semanas para lograr su
aislamiento, caracterizacién y determinacion de sensibi-
lidad antimicrobiana. En el diagnéstico por el laboratorio
en las localizaciones extrapulmonares de la tuberculosis,
este problema es aliin mayor, y se realiza con muy baja
frecuencia debido a varios factores, como el hecho de
que la obtencion de las muestras necesarias para estudio
requiere de métodos invasivos, es dificil obtener muestras
adicionales, y el nimero de organismos siempre es menor
al encontrado en las muestras pulmonares.3-¢1

La prueba de reaccién en cadena de la ADN poli-
merasa fue el primer método disponible para amplificar
secuencias de dcidos nucleicos a finales de la década de
los afos 80; sin embargo, su aplicacion en el diagnos-
tico de la tuberculosis habia sido muy limitado, debido
principalmente a la complejidad en la extraccién, am-
plificacion y deteccion del ADN de micobacteriasy a los
riesgos de seguridad bioldgica inherentes a su manejo.
Por otra parte, las pruebas disponibles para determinar
susceptibilidad antimicrobiana son lentas, laboriosas, y
requieren del empleo de equipos y reactivos sofisticados
y COStOSOs.

De las numerosas pruebas disponibles de amplifi-
cacién de dcidos nucleicos para el diagndstico de tu-
berculosis, la prueba de GeneXpert MTB/RIF es una de
las mas ampliamente evaluadas y que la Organizacion
Mundial de la Salud ha evaluado y recomendado para
su empleo en la deteccion del complejo Mycobacte-
rium tuberculosis y su susceptibilidad a la rifampicina,
basdndose en su sensibilidad, especificidad, simplicidad
técnica y rapidez.1>-23

En este estudio, la prueba de GeneXpert se utilizd
en 693 muestras de origen extrapulmonar, principal-
mente de liquido cefalorraquideo, encontrandose una
sensibilidad de 73.2% y especificidad de 100%, valor

predictivo positivo de 100% y valor predictivo negativo
de 95.6%; sin embargo, si se hace la consideracién
de tomar en cuenta Gnicamente los aislamientos del
complejo Mycobacterium tuberculosis, su sensibilidad
corresponderia al 100%, ya que 27 de los aislamientos
por cultivo (26.7%) correspondiieron a Mycobacterium
avium y a Mycobacterium kansasii, que no son detec-
tados por esta prueba. Otras ventajas adicionales de la
misma fueron el tiempo requerido para la obtencién
de un resultado positivo (que fue, en promedio, de 2.5
horas, comparado con el cultivo, que varié de 14 a 34
dias, dependiendo del medio de cultivo utilizado), al
igual que el disponer de la sensibilidad a la rifampicina
(que con los métodos tradicionales requiere de 2 a 3
semanas adicionales a partir de la obtencién del aisla-
miento positivo por cultivo), el no requerir de personal
altamente calificado técnicamente (dada la simplicidad
técnica en su realizacién e interpretacion) y la posibili-
dad de procesar muestras individualmente.
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