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ARTICULO ORIGINAL

Diagndstico molecular de tuberculosis extrapulmonar y sensibilidad
a rifampicina con un método automatizado en tiempo real
Adrian Pefiata?, Richard Salazar?, Tatiana Castafio?, Julian Bustamante?, Sigifredo Ospina!

1 Unidad de Biologia Molecular e Inmunogénetica de Trasplantes, Departamento de Microbiologia, Hospital
Universitario San Vicente Fundacion, Medellin, Colombia
2 Escuela de Microbiologia, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Introduccidn. La tuberculosis contina siendo un problema de salud publica mundial, y la forma
extrapulmonar representa entre 10 y 20 % del total de casos en personas inmunocompetentes,
porcentaje que se incrementa en los portadores del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). Su
diagndstico es dificil con los métodos convencionales por la naturaleza paucibacilar de las muestras.
La prueba Xpert® MTB/RIF ha significado un importante avance en la deteccién molecular de
Mycobacterium tuberculosis y hoy se utiliza en una variedad de muestras clinicas obtenidas de sitios
diferentes a las vias respiratorias.

Objetivo. Determinar la utilidad de la prueba Xpert® MTB/RIF en la deteccion de M. tuberculosis y la
sensibilidad a la rifampicina en pacientes con sospecha de tuberculosis extrapulmonar, atendidos en
el Hospital Universitario de San Vicente Fundacion de Medellin entre 2013 y 2014.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal retrospectivo y prospectivo
en 372 muestras consecutivas provenientes de 301 pacientes con sospecha de tuberculosis
extrapulmonar, las cuales se analizaron mediante baciloscopia, cultivo en medio de Ogawa-Kudoh y
prueba molecular Xpert® MTB/RIF.

Resultados. De los pacientes estudiados, 182 eran hombres (60 %) y la condicion de base més
frecuentemente diagnosticada fue la infeccion por HIV. Al tomar como referencia el cultivo, la sensibilidad
y la especificidad general de la prueba molecular fueron de 94 % (IC,, 83-100) y 97 % (IC,,,, 95-99),
respectivamente, y para la baciloscopia, fueron de 38,71 % (IC,,, 19-57) y 100 % (IC,,, 99-100),
respectivamente. En el andlisis estratificado por muestras se encontraron sensibilidades mayores de
75 %; 37 aislamientos fueron sensibles a la rifampicina y uno fue resistente.

Conclusion. La prueba Xpert® MTB/RIF tuvo un buen desempefio en muestras de diferentes tejidos
y liquidos, y constituye un avance significativo como apoyo para el diagnéstico de la tuberculosis
extrapulmonar en términos de tiempo y porcentaje de positividad.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis miliar, reaccion en cadena de la polimerasa,
ADN, rifampicina.
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Molecular diagnosis of extrapulmonary tuberculosis and sensitivity to rifampicin with an
automated real-time method

Introduction: Tuberculosis continues to be a global public health problem, the extrapulmonary form
being estimated to occur in 10-20% of immunocompetent individuals, increasing in patients who
are carriers of the human immunodeficiency virus (HIV); its diagnosis is difficult with conventional
methods due to the paucibacillary nature of samples. The Xpert® MTB/RIF test represents an important
development in the molecular detection of Mycobacterium tuberculosis and has been used with a
variety of non-respiratory clinical samples.

Objective: To determine the effectiveness of Xpert® MTB/RIF in the detection of M. tuberculosis and
sensitivity to rifampicin in patients with suspected extrapulmonary tuberculosis attending Hospital
Universitario de San Vicente Fundacion in Medellin in 2013-2014.

Materials and methods: This was a descriptive, cross-sectional ambispective study of 372 consecutive
samples from 301 patients with suspected extrapulmonary tuberculosis, who were subjected to
bacilloscopy, followed by culture in Ogawa Kudoh and the Xpert® MTB/RIF molecular test.

Contribucién de los autores:

Adrian Pefiata: disefio del estudio, analisis e interpretacion de los resultados y redaccién del manuscrito

Richard Salazar, Tatiana Castafio y Julian Bustamante: procesamiento de las muestras y recopilacion de la informacion
Sigifredo Ospina: gestion del proyecto, analisis y redaccion del manuscrito

Todos los autores participaron en la revision de la bibliografia, la discusion y la aprobacion del manuscrito.
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Results: The most frequent base diagnosis (60%) for the 182 patients was infection with HIV. Using
the culture as reference, the sensitivity and general specificity of the molecular test was 94% (95%
Cl: 83-100) and 97% (95% CI: 95-99), respectively; for bacilloscopy it was 38.71(95% CI: 19-57) and
100% (95% CI: 99-100), respectively. Sensitivities higher than 75% were found in analyses stratified by
samples. Thirty-seven of the isolates were sensitive and one resistant to rifampicin.

Conclusion: Xpert® MTB/RIF performed well in samples from different tissues and liquids, representing
a significant advance in support of extrapulmonary tuberculosis diagnosis in terms of time and

percentage positivity.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis, miliary, polymerase chain reaction, DNA, rifampin.
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La tuberculosis es la segunda causa de muerte por
enfermedades infecciosas alrededor del mundo.
Se ha estimado que una tercera parte de la
poblacion esté infectada, por lo que contintia siendo
una amenaza grave para la salud publica (1). En
el 2014 se presentaron alrededor de 1,5 millones
de muertes relacionadas con esta enfermedad, y
la infeccion concomitante con el virus de la inmuno-
deficiencia humana (HIV) aporté 0,4 millones a
esta cifra, en tanto que las personas sin el virus
fueron 1,1 millones. Por otro lado, en ese afio se
estimo que cerca de 9,6 millones de personas en
el planeta adquirieron tuberculosis, pero los casos
nuevos reportados a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) fueron seis millones, lo que significa
que 37 % de ellos no fue diagnosticado o no se
inform6. La misma situacion se presenté con la
tuberculosis multirresistente, pues de los 480.000
casos estimados, solo se detectaron y reportaron
123.000 (1). En 2013 se natificaron en Colombia
10.849 casos de tuberculosis, es decir, 23,02
casos por cada 100.000 habitantes, cifra que se
ha mantenido estable en los Ultimos afios, lo que
sitta al pais como de incidencia intermedia a nivel
mundial (2).

La infeccion por el HIV ha cambiado Ia
epidemiologia de la tuberculosis aumentando
el riesgo de las formas no pulmonares de la
enfermedad (3). La tuberculosis extrapulmonar se
presenta como consecuencia de la diseminacion
de Mycobacterium tuberculosis a otros érganos
por los vasos linfaticos o el torrente circula-
torio. Entre los 6érganos mas afectados estan las
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meninges, la pleura, la piel, los ganglios linfaticos,
el abdomen, el aparato genitourinario, los rifiones,
la piel, las articulaciones y los huesos (4,5).

Aunque este tipo de tuberculosis supone entre
10 y 20 % del total de los casos en personas
inmunocompetentes, dichos porcentajes se incre-
mentan hasta en 60 % en pacientes con HIV (6).
En esta forma de la enfermedad, la baciloscopia
generalmente es negativa, la capacidad de
contagio es baja y su deteccion temprana supone
un desafio, ya que en ocasiones cursa con
pocos sintomas o puede confundirse con otras
condiciones; ademas, se registran retrasos en el
diagnostico debido a que es una manifestacién
clinica atipica de la enfermedad y a que la carga
bacteriana es escasa (6).

Los casos de tuberculosis extrapulmonar han
aumentado en las Ultimas décadas: en la década
del 60, se estimaba en 1,2 % en Asiay en 8 %
en América, cifras que llegaron a 6,7 % en Asia
y a 17 % en América, durante la década de los 90
(7). En Colombia, se han encontrado reportes de
las secretarias de salud con porcentajes de hasta
37,5 %, lo que confirma que se trata de una forma
importante de presentacion de la enfermedad
que exigiria su inclusion entre los diagndsticos
diferenciales en los casos sospechosos (8).

Como es sabido, el diagndstico rapido de la
tuberculosis es fundamental para su tratamiento y
el control de su propagacion (2). En cuanto a las
formas extrapulmonares, si bien su capacidad de
contagio es poca, tienden a ser mas agresivas o
a generar secuelas que pueden limitar de manera
significativa la calidad de vida del paciente (8).

Los métodos actuales de diagndstico de la tubercu-
losis se basan en la utilizacion combinada de la
baciloscopia y el aislamiento del microorganismo
en el cultivo, pero ambos presentan inconvenientes:
primero, por su sensibilidad, la cual oscila entre
40 y 60 %, y segundo, por el tiempo requerido
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para obtener resultados, pues una adecuada
identificacion llega a tardar entre seis y ocho
semanas (5). En las formas extrapulmonares de
la enfermedad, ademas, estas dificultades son
mas criticas, ya que este tipo de muestras son
paucibacilares (8).

En cuanto a la deteccién de resistencia a los farma-
cos antituberculosos, se cuenta con el método de
proporciones mdltiples, el cual constituye la prueba
de referencia, pero cuyos resultados se tardan
de cuatro a seis semanas (9). Otras pruebas
comerciales mas rapidas, como el BACTEC™
460TB y el BACTEC™ MGIT (10), se basan
en el crecimiento bacteriano en presencia del
antibiotico, y el tiempo de respuesta oscila entre
11 y 14 dias. También estén las técnicas basadas
en la amplificacién de acidos nucleicos, las cuales
se han convertido en una importante herramienta
diagnéstica; entre estas pueden mencionarse el
test INNOLipa™ RIif.TB (Inmunogenetics) (11),
el GenoType™ MTBDRplus y el GenoType Myco-
bacteria Direct Test® (Hain Lifescience, Nehren,
Germany) (12,13).

Todas estas pruebas evallan la presencia de la
micobacteria, pero las dos primeras detectan la
resistencia mediante la determinacion de mutacio-
nes genéticas y, a pesar de ser tan rapidas como
los métodos de crecimiento bacteriano, requieren
personal entrenado, infraestructura adecuada,
reactivos y equipos sofisticados, y tienen un costo
considerable, lo cual dificulta su uso como pruebas
de rutina para la mayoria de las instituciones
prestadoras de salud del pais, con excepcion de
algunos hospitales privados, que tienen la suficiente
capacidad econdmica, y de laboratorios centrales
de caracter publico que ya cuentan con algunas
plataformas diagnésticas de biologia molecular.

La prueba molecular Xpert® MTB/RIF ha significado
un avance importante en el diagnostico de la
tuberculosis. La prueba recurre a una plataforma
automatizada con mudltiples funciones, la cual
purifica, concentra e identifica las secuencias de
acidos nucleicos de M. tuberculosis mediante una
reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo
real (PCR-RT) y, simultaneamente, determina la
sensibilidad a rifampicina en aproximadamente
dos horas con una muestra directa (14); ademas,
el ensayo provee informacién semicuantitativa
de la carga de micobacterias, la cual constituye
un biomarcador importante para determinar la
gravedad de la enfermedad y evaluar el riesgo de
trasmision (15).

80

Biomédica 2016;36(Supl.1):78-89

La prueba Xpert® MTB/RIF fue aprobada por la
OMS para la evaluacion de muestras pulmonares
en diciembre de 2010, especialmente en entornos
con altas tasas de tuberculosis asociada al HIV
y de tuberculosis multirresistente (16). En varios
estudios clinicos de tuberculosis pulmonar se ha
encontrado una sensibilidad de 99 a 100 % con
baciloscopia positiva y de 57 a 83 % con bacilos-
copia negativa (17). Ademas, en investigaciones
recientes con esta prueba molecular se ha incluido
una variedad de muestras clinicas de sitios
diferentes a las vias respiratorias de pacientes con
tuberculosis extrapulmonar (18-20). A finales del
2013, la OMS ampli6é sus recomendaciones sobre
el uso de la Xpert® MTB/RIF e incluy0 el diagnostico
de la tuberculosis en nifios, asi como de algunas
formas de tuberculosis extrapulmonar (21).

El uso de la prueba Xpert® MTB/RIF en especi-
menes extrapulmonares es mucho mas complejo
que en las muestras de pacientes con la
enfermedad pulmonar, debido a la diversidad y
las caracteristicas de las muestras clinicas, por
ejemplo, las dificultades para obtener los tejidos
adecuados para los andlisis y los volumenes
minimos de los liquidos. El principal reto es la
necesidad de proporcionar un estandar riguroso
previo al andlisis en la plataforma, dada su amplia
gama de formas de procesamiento.

Por ello, el propésito de este estudio fue evaluar el
test Xpert® MTB/RIF en muestras extrapulmonares
para la deteccion de M. tuberculosis y de la
sensibilidad a rifampicina en pacientes atendidos
en un hospital de alta complejidad de Medellin,
con el fin de comprobar la utilidad de la prueba
como apoyo en el diagndstico de la tuberculosis,
con miras a su implementacion rutinaria en el
laboratorio de microbiologia y biologia molecular.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo de corte trasversal
y recopilaciéon ambispectiva de los datos corres-
pondientes al periodo de febrero de 2014 a octubre
de 2013 (hacia atras) y hasta julio de 2014 (hacia
adelante). La poblacion de estudio incluyd a los
pacientes con sospecha clinica de tuberculosis
extrapulmonar con base en los siguientes criterios
de inclusion: las muestras de los pacientes
debian tener baciloscopia con tincién de Ziehl-
Neelsen, inoculacion en cultivo Ogawa-Kudoh y
prueba molecular Xpert® MTB/RIF, y debian ser
extrapulmonares y provenir de adultos o de nifios
atendidos durante el periodo de estudio en el
Hospital Universitario de San Vicente Fundacion
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en Medellin. Se excluyeron aquellos aislamientos
cuyo cultivo para micobacterias evidencio conta-
minacion en el momento de la lectura, asi como
los de los pacientes cuya historia clinica no tuviera
la informacién completa.

Informacién clinicay epidemioldgica

La informacion clinica y epidemioldgica se
obtuvo de las historias clinicas electrénicas de
los pacientes y, posteriormente, se consignd
en el formulario disefiado para el estudio. Los
datos obtenidos incluian las variables socio-
demogréficas, el diagnéstico de base y los
resultados positivos en la prueba Xpert® MTB/RIF.
En cuanto a los resultados microbiolégicos, se
revisaron los registros manuales y los del sistema
de informacién del Laboratorio de Micobacterias y
Biologia Molecular de la institucién.

Baciloscopiay cultivo

Los diferentes tipos de tejidos se maceraron en una
suspensién de 2 ml de solucién salina, y los liquidos
se centrifugaron a 3.500 gravedades durante 30
minutos en una centrifuga refrigerada. La técnica de
tincion utilizada fue la tradicional de Ziehl-Neelsen.
Todas las muestras fueron descontaminadas con
hidréxido de sodio al 4 % (22), a excepcion de los
liquidos que no presentaban turbidez después de
la centrifugacion. Posteriormente, las muestras se
cultivaron con el método de Kudoh en dos tubos
de medio de Ogawa-Kudoh, de acuerdo con el
manual de la Organizacibn Panamericana de
la Salud (OPS) (22). Los medios se incubaron a
37 °C en posicion horizontal y la lectura se hizo
semanalmente; si al cabo de la octava semana
no se observaba crecimiento, se reportaban
COomo negativos.

Tratamiento previo de las muestras clinicas
para la prueba molecular

En el momento del cultivo y la tincion de Ziehl-
Neelsen en el laboratorio de micobacterias, una
parte de cada muestra se almacen6 a una tem-
peratura entre 2 y 8 °C durante un maximo de
48 horas para su posterior procesamiento con la
prueba Xpert® MTB/RIF.

El procedimiento adaptado para los tejidos
consisti6 en la homogenizacién mecanica en
pequefas piezas y su posterior maceramiento en
2 ml de solucién salina amortiguada por fosfatos
(Phosphate Buffered Saline, PBS). Esta suspen-
sion se paso6 a un tubo de 15 ml y se le adiciono
hidroxido de sodio al 4 % en una proporcién de

Diagnoéstico molecular de tuberculosis extrapulmonar

1 a 1; esta mezcla luego se homogeneizé en
un mezclador de vortice durante 20 segundos
y se incub6 durante 15 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, se centri-fugé durante
15 minutos a 3.000g y temperatura ambiente, y
se dejé reposar por cinco minutos. Se descarto
el sobrenadante y el pellet se suspendi6 de
nuevo en 2,5 ml del reactivo del kit. Esta mezcla
se homogeneiz6 en un agitador de vortice por 5
segundos y se dejo en reposo durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, 2 ml
de esta suspension se afiadieron al cartucho de
reaccion de la prueba Xpert® MTB/RIF.

Las muestras de los liquidos cefalorraquideo,
pleural, sinovial, peritoneal y pericardico que pre-
sentaban turbidez, se procesaron igual que las de
los tejidos, y aquellos que no presentaban turbidez,
se concentraron por centrifugacién y se adicionaron
directamente al cartucho. Los que presentaban
un volumen inferior a 2 ml se completaron con los
reactivos hasta alcanzar 2,5 ml.

GeneXpert Dx System, version 4.3

Una vez se colocaron los cartuchos en el ins-
trumento, se inicio el protocolo de corrido y andlisis
automético. La prueba tiene como blanco el gen
rpoB de la micobacteria. Los resultados de M.
tuberculosis se registraron como “detectado” o “no
detectado” en uno de cuatro niveles: muy bajo,
bajo, medio o alto, en tanto que la rifampicina se
reporté como sensible o resistente. Un control
de extraccidon y amplificacién viene integrado
en el cartucho, lo que garantiza la validez de
los resultados.

Sensibilidad de los farmacos antituberculosos

Los cultivos con medio de Ogawa-Kudoh en los que
hubo crecimiento de M. tuberculosis se enviaron
al Laboratorio Departamental de Salud Publica,
en donde se utiliz6 el método de proporciones
multiples (9) para detectar la sensibilidad a los
medicamentos antituberculosos de primera linea,
entre ellos, la rifampicina.

Andlisis de lainformacion

Los datos se sistematizaron con el programa
Statistical Package for the Social Sciences®
para Windows, version 20.0, mediante el cual se
calcularon las medidas de frecuencia, la tendencia
central y la dispersion, y se elaboraron cuadros
para la caracterizacion de la poblacion de estudio.
El programa Epidat 3.1 de la OPS se utilizé para
los calculos de validez (sensibilidad, especificidad
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y valores predictivos), asi como del indice kappa
de concordancia, y de sus respectivos intervalos
de confianza. El cultivo en medio de Ogawa-Kudoh
se empleé como método de referencia para el
célculo de la sensibilidad, la especificidad y los
valores predictivos de la prueba molecular.

Consideraciones éticas e institucionales

De acuerdo con la Resolucion 008430 de 1993
del Ministerio de Salud de Colombia, el presente
estudio se clasific6 como una investigacion sin
riesgo, ya que la informacion requerida provenia
de una fuente secundaria. Se conté con la
aprobacién de la Unidad de Investigaciones y del
Comité de Etica de la institucion, y con el aval de
la Direccion del Hospital, para adelantar el estudio
y redactar el manuscrito.

Resultados

Se incluyeron 376 muestras en el estudio, de
las cuales cuatro se excluyeron debido a la
contaminacion del cultivo, por lo que se evaluaron
finalmente 372 muestras de 301 pacientes, pues a
algunos de ellos se les tomaron dos 0 mas para los
analisis debido a la sospecha de la presencia de
tuberculosis durante el periodo de estudio. Del total
de muestras, 182 (60 %) provenian de hombres; el
promedio de edad en ambos sexos fue de 42 afios
(x19,35), y en 50 % de los pacientes fue de hasta
41,5 afios (edad minima: un afio, edad méaxima:
91 afios). La edad mas frecuente en los hombres
fue 39 afos, mientras que en las mujeres fue de
36 afios; el diagndstico mas frecuente fue el de la
infeccion por HIV, con 121 casos (40 %) (cuadro 1).

Los resultados de los andlisis se presentan para las
muestras y los pacientes. De los 372 especimenes
analizados, 39 (10,5 %) fueron positivos para M.
tuberculosis en la prueba Xpert® MTB/RIF, y 23 de
las muestras, sobre todo de tejidos, provenian de
pacientes con diagnostico de infeccion por HIV,
con 27 detecciones (7,2 %), seguidas de liquido
cefalorraquideo con siete (1,8 %). El cultivo fue
positivo en 31 muestras (8,3 %); 22 de estos
aislamientos correspondian a tejidos totales (6 %) y
nueve (3 %) eran de liquidos; 12 muestras tuvieron
baciloscopia positiva (3,2 %) (figura 1). La prueba
molecular de dos de las muestras fue negativa,
pero el cultivo fue positivo (cuadro 2).

La sensibilidad y la especificidad de la prueba
Xpert® MTB/RIF comparadas con las del cultivo
fueron de 93,5 % (IC,, 83,2-100) y de 97 %
(ICqy, 95,1-99), respectivamente; su valor pre-
dictivo positivo fue de 74,3 % (IC.., 59,3-89,3,)

95%
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Cuadro 1. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los
pacientes con sospecha de tuberculosis extrapulmonar durante
el periodo de estudio

Caracteristicas Total (n=301)

n %
Sexo
Hombres 182 60,5
Mujeres 119 39,5
Edad (afios)
Oal4 22 7,3
15a24 32 10,6
25a34 62 20,5
35a44 59 19,6
45 a 55 49 16,2
56 y mas 7 25,5
Diagnéstico base
Infeccion por HIV 121 40,1
Diabetes 12 4,0
- 120%
3
S 10,0 %
8 80%
3]
T 60%
2
g 40%
qé 20%
DO_ il
0,0 % T

Xpert® MTB/RIF Cultivo Baciloscopia

Figura 1. Porcentaje de positividad de Mycobacterium tuberculosis
en la prueba molecular y en las pruebas convencionales

y el negativo, de 99,4 % (IC,, 98,4-100). El
andlisis estratificado por sitio anatomico evidencio
sensibilidades mayores de 75 % para los liquidos
y para los tejidos, pero no se pudo determinar
en abscesos debido a las pocas muestras. La
especificidad estratificada para ocho de los 12
tipos diferentes de muestras, se registré en un
rango entre 66 y 100 % (cuadro 2).

La prueba Xpert® MTB/RIF tuvo una sensibilidad
de 100 % (IC,,, 95-100), y una especificidad de
92 % (IC,,, 89-95) comparada con los resultados
de la baciloscopia, en tanto que la sensibilidad
de la baciloscopia con respecto al cultivo fue de
38,7 % (IC,,, 19,5-57,4), con una especificidad de
100 % (IC,,, 99,8-100); los indices kappa en las
pruebas evaluadas, se muestran en el cuadro 3.

En cuanto a los resultados concernientes a la
rifampicina, con la prueba Xpert® MTB/RIF se
determiné que 37 muestras eran sensibles, y en
una no se pudo determinar el resultado, pero el
cultivo fue negativo; mediante la comparacion
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Cuadro 2. Resultados de la prueba Xpert® MTB/RIF segun el cultivo y el tipo de muestra

Muestra clinica Cultivo positivo Cultivo negativo Total Sensibilidad Especificidad
% (IC,,.) % (IC,,,.)
Xpert Xpert Xpert Xpert
positivo negativo positivo negativo
Liguidos estériles
Liquido cefalorraquideo 6 0 1 148 155 100 (91-100) 99 (97-100)
Liquido pleural 2 0 0 46 48 100 (75-100) 100 (98-100)
Liquido sinovial 0 0 1 3 4 100 (50-100) 100 (87-100)
Liquido peritoneal 1 0 0 14 15 100 (50-100) 100 ( 96-100)
Liquido pericéardico 0 0 0 2 2 * *
Tejidos
Ganglio 3 1 1 2 7 75 (20-100) 66 (0-100)
Pulmén 3 0 0 1 4 100 (83-100) 100 (50-100)
Hueso 1 0 0 4 5 100 (50-100) 100 (87-100)
No especificados 12 0 6 108 126 100 (95-100) 94 (90-99)
Otros
Abscesos 0 1 1 0 2 * *
Jugo gastrico 0 0 0 3 3 * *
Tejido gastrointestinal 1 0 0 0 1 * *
Total 29 2 10 331 372 94 (83-100) 97 (95-99)

*Sensibilidad y especificidad no calculables

Cuadro 3. Resultados del indice kappa

Métodos diagndsticos indice kappa (IC,,)

Baciloscopia Vs. cultivo
Xpert® MTB/RIF Vs. baciloscopia
Xpert® MTB/RIF Vs. cultivo

0,5366 (0,3567-0,7165)
0,4431 (0,2751-0,6111)
0,811 (0,7074-0,9147)

con el método de proporciones, se encontré una
concordancia de 100 % en la sensibilidad a la
rifampicina en los 29 aislamientos positivos por
cultivo y prueba molecular. Una muestra de liquido
cefalorraquideo resulto resistente a rifampicina en
la prueba de Xpert® MTB/RIF y mediante analisis
fenotipico se comprobd también su resistencia a
isoniacida por el método de proporciones y por el
método automatizado BD BACTECTM MGIT 960
aplicado en el Instituto Nacional de Salud. Ningdn
aislamiento presentd resistencia solo a isoniacida
mediante el método fenotipico.

Con la prueba Xpert® MTB/RIF se obtuvieron,
asimismo, resultados semicuantitativos en las
muestras positivas con base en la cantidad de
material genético de la micobacteria: en 27 detec-
ciones (70 %), los resultados fueron de “bajo” y
“muy bajo”, se correspondieron con los resultados
negativos en la baciloscopia.

En cuanto al tiempo de obtencién de resultados,
la determinacion de la presencia o ausencia de
la micobacteria y su sensibilidad a la rifampicina
en los casos positivos tardd, en promedio, dos
dias (x1,2); en cuanto al cultivo, los resultados

se obtuvieron en un promedio de 27 dias (+6,2)
para los aislamientos positivos, y se necesitaron
hasta 60 dias (£12) para determinar la sensibilidad
a los medicamentos de primera linea utilizando el
método de proporciones. Con respecto al impacto
de los resultados positivos en el manejo clinico de
los 34 pacientes (39 detecciones), se encontrd que
el resultado de la prueba Xpert® MTB/RIF en siete
de ellos (20,5 %) fue definitivo para establecer el
diagndstico o influyé en las decisiones sobre el
tratamiento, mientras que en el resto de casos
sirvié para confirmar la sospecha clinica.

Discusidn

El diagnostico precoz y el tratamiento inicial de
la tuberculosis son estrategias criticas de suma
importancia en el manejo de este problema de salud
publica. Ademas de las pruebas tradicionales, los
Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

recomiendan la deteccién de &acidos nucleicos
desde el afio 2000 (23).

En este articulo se presentan los resultados de la
primera aplicacion de la plataforma Xpert® MTB/
RIF en especimenes no respiratorios tomados
de diferentes sitios anatémicos de pacientes
pediatricos y adultos en el contexto de un hospital
de alta complejidad, y de su comparacion con los
métodos microbioldgicos convencionales para el
diagndstico de la tuberculosis extrapulmonar. Como
se sabe, el diagnoéstico de esta forma de tubercu-
losis es dificil, ya que el nimero de bacterias
presentes es muy bajo y, ademas, se requieren
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procedimientos invasivos para tomar las muestras
y no es facil obtenerlas en nimero suficiente, lo
que convierte a la plataforma Xpert® MTB/RIF en
una herramienta muy util (24).

La mayoria de los pacientes del estudio presen-
taba un diagnéstico de base de infeccién por
HIV, y 58,9 % de ellos tuvo resultados positivos
en la prueba Xpert® MTB/RIF (23 muestras de 22
pacientes). Esta distribucion coincidié con lo que
se ha informado para este tipo de poblacion: de
acuerdo con la OMS, en el 2014 se presentd un
aumento de 43,9 % en los casos de tuberculosis
asociada con la infeccion por HIV con respecto al
afo anterior (2), asociacion que es la mas frecuente
en el caso de la tuberculosis extrapulmonar, como
se ha evidenciado en varios estudios locales en
instituciones de alta complejidad, en los cuales se
registraron diferencias significativas con respecto
a los pacientes inmunocompetentes (25). Por ello,
el médico siempre debe sospechar su presencia;
se sabe que en los pacientes con infeccion por
HIV se debe buscar tuberculosis, y viceversa (26).

En otros trabajos se ha reportado como una de
las bondades de esta plataforma de diagnostico
su mayor sensibilidad frente a la baciloscopia;
ademas, su valor predictivo es mayor, sobre todo en
pacientes con infeccion por HIV, con la consecuente
reduccion de la tasas de mortalidad y morbilidad
(27,28). En el caso del presente estudio, se logré un
diagnéstico rapido de tuberculosis extrapulmonar
con muestras de diferentes tejidos y liquidos, de las
cuales diez tuvieron baciloscopia negativa y cultivo
positivo, y una de ellas, de liquido cefalorraquideo,
mostré resistencia a la rifampicina.

Por otro lado, la diabetes, que fue el segundo
diagndstico inicial méas frecuente en los pacientes
incluidos, generalmente se reporta como un factor
predisponente para el desarrollo de tuberculosis
pulmonar (29), pero también, como un factor
de riesgo para el desarrollo de tuberculosis
miliar, conjuntamente con otras variables como
la malnutricién, el alcoholismo, la falla renal
cronica, los trasplantes y el uso de medicamentos
inmunosupresores (30). En este estudio, solo un
paciente con este diagnéstico de base dio positivo
en la prueba molecular en una muestra de tejido
no especificado.

En cuanto al aporte del estudio en las muestras
tomadas en nifios, si bien solo se registraron dos
casos positivos mediante la prueba Xpert® MTB/
RIF (en liquido cefalorraquideo y en tejido no
especificado), este fue significativo por su utilidad
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dada la naturaleza paucibacilar de la mayoria de
los casos de tuberculosis infantil y de la forma
extrapulmonar. El desempefio de las pruebas
moleculares para la deteccion de tuberculosis
en niflos no se ha evaluado a fondo, aunque en
algunos estudios anteriores se sugiere que este
seria similar al de la prueba con la baciloscopia
negativa en adultos (23). En el caso especifico
de la prueba Xpert® MTB/RIF, en un estudio del
2012 se demostré una sensibilidad de 86,9 %
(IC,,, 80-93) en muestras no respiratorias (20), lo
que signific6 un avance importante en el ambito
del diagndstico pediatrico, que sigue siendo un
gran desafio. Por otro lado, la OMS recomienda
la prueba Xpert® MTB/RIF para el diagndstico de
nifios con sospecha de tuberculosis pulmonar y
extrapulmonar (21) .

La prueba Xpert® MTB/RIF fue aprobada por
la OMS para el diagnéstico de tuberculosis en
paises con prevalencia baja y media (18). En lo
que se refiere a su sensibilidad y especificidad
en muestras no respiratorias, se han encontrado
registros de sensibilidad de 59 % y de especificidad
de 92 % en paises con mucha prevalencia (19).
En el 2013 se notificaron en Colombia 12.062
casos de tuberculosis en todas sus formas, lo
que corresponde a una incidencia intermedia; de
dichos casos, 80,8 % fue de tuberculosis pulmonar,
14,6 % de tuberculosis extrapulmonar y 4,5 % de
tuberculosis meningea (2). En Medellin, el informe
epidemiolégico de 2014 daba cuenta de un nimero
de casos que ubico a la ciudad como un territorio
de alto riesgo de transmision, pues superaba los
50 casos por 100.000 habitantes (63,8), con una
tendencia a la estabilizacién (31).

Por otro lado, en contextos de baja prevalencia,
Tortoli, et al., evaluaron la utilidad de la prueba
en muestras diferentes a esputo, para un total de
1.476 muestras extrapulmonares de diversos sitios
anatomicos, y obtuvieron una sensibilidad global
de 81,3 % (IC,,, 76,2-85,8 ) y una especificidad
de 99,8 %, (IC,, 99,4-100) (20); su estudio, al
igual que este, incluyé a nifios. La sensibilidad
general del presente estudio, sin embargo, supero
ligeramente la obtenida por Tortoli, et al., con 94 %
(IC,,, 83-100), en tanto que la especificidad fue
de 97 % (IC,, 95-99). De igual manera, en un
estudio llevado a cabo en Espafia, Clemente, et al.,
encontraron una sensibilidad general de 73,6 % y
una especificidad de 99,9 % (32). En otro reporte
también se obtuvieron resultados concordantes
con este, con una sensibilidad de 95 % (IC_., 87-

95%
100) y una especificidad de 100 % (IC..,, 99-100),

95%
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pero dicho estudio no incluyé los analisis por sitio
anatémico (33). En un estudio anterior de ambito
local, con 144 muestras extrapulmonares, la
sensibilidad general fue de 70 % y la especificidad
fue de 97,7 %, y aunque en él no se especifico el
origen de las muestras (34), es comparable con el
presente trabajo en el sentido de que la minima
sensibilidad obtenida fue de 75 %.

Con respecto al porcentaje de positividad, se
encontré una mayor frecuencia en las formas
tisulares, en tejidos no especificados o en los
provenientes de ganglio. Es de resaltar que en los
liquidos evaluados en este trabajo, con excepcion
del pericéardico, las sensibilidades fueron de 100 %,
es decir, que superaron las de otros estudios,
las cuales han oscilado entre 40,5y 59 % en este
tipo de muestras (19,35). Sin embargo, en los
liquidos pleural, sinovial, peritoneal y pericardico,
los resultados no fueron concluyentes debido al
ndmero limitado de muestras analizadas durante el
periodo de estudio; no obstante, hubo una buena
concordancia con el método de referencia. Los
datos locales han evidenciado una tasa de 14,5 %
de tuberculosis extrapulmonar (2).

En los articulos consultados, la tuberculosis pleural
se describe como una de las formas de localiza-
cién extrapulmonar més frecuentes en el mundo,
seguida por la forma linfatica, y ambas constituyen
las variantes de mayor predominio en pacientes
jovenes (8). La primera, ademas, es la causa mas
frecuente de derrame pleural en lugares de mucha
prevalencia de infeccion por HIV (36). Segun tres
reportes previos, no se han registrado beneficios
importantes al procesar con Xpert® MTB/RIF los
liquidos pleurales, pues en ellos los valores de
sensibilidad fueron de 15 % (37), 25 % (38) y 33 %
(20), en contraste con lo obtenido en este estudio,
en el que la sensibilidad fue de 100 % (IC,,, 75-
100), al igual que la especificidad (IC,, 98-100).
Aungue se procesaron 48 muestras de este tipo, y a
pesar de ser el segundo liquido mas frecuente entre
las muestras analizadas, dichos resultados no son
concluyentes en términos de rendimiento; por otro
lado, el tratamiento previo descrito en la metodo-
logia permitié procesar volimenes de mas de 3 ml.

En lo que concierne a la presentacion meningea,
se ha reportado que esta representa, aproximada-
mente, 1 % de la prevalencia de tuberculosis, la cual
es una de las mas devastadoras por su elevada
mortalidad (20 a 50 %) y por las graves secuelas
neurolégicas en quienes sobreviven (39); ademas,
debido a la poca sensibilidad de la baciloscopia, que
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puede llegar a ser de tan solo 20 %, su prondstico
empeora por la tardanza en el diagndstico vy, por
ende, en el inicio del tratamiento (40). Segun los
informes del 2013, en Colombia esta forma de la
enfermedad represent6 4,5 % de su prevalencia (2);
en este sentido, el desempefio de la prueba Xpert®
MTB/RIF en este estudio fue contundente, pues
se obtuvo un resultado mas rapido para las 155
muestras de liquido cefalorraquideo y se detecto la
resistencia en un caso, proceso que habria tardado
mas de 30 dias por los métodos convencionales
de aislamiento y reporte farmacoldgico de la
bacteria. Asimismo, la prueba tuvo una muy buena
sensibilidad, de 100 % (IC,,, 91-100), en tanto que
en el estudio de Denkinger, etal., fue de 81 % (IC,,,
59-92) (41). En este tipo de liquidos es crucial el
volumen disponible para el procesamiento, el cual,
en nuestro estudio, fluctué entre 500 ply 1 ml, y
se adiciond directamente al cartucho; sin embargo,
Denkinger, et al., reportaron un incremento de la
sensibilidad cuando usaron la centrifuga, lo cual
no se hizo en el presente estudio en los liquidos
con voliumenes inferiores a 2 ml.

En lo que se refiere a las muestras de tejidos, si
bien en un gran nimero de estas no se especificaba
de qué tejidos provenian, se obtuvo una buena
sensibilidad (entre 75y 100 %). En otro estudio en
el cual no se precisaron los sitios anatomicos de
donde provenian las muestras, aunque se supone
gue incluian los ganglios, la estimacién conjunta
estuvo por encima de 88 % (IC,,,, 82-95) (20).

Estos hallazgos en las muestras de liquido cefa-
lorraquideo y de tejidos, concuerdan con las
recomendaciones de la OMS para el uso de la
prueba Xpert® MTB/RIF en el diagnéstico de
tuberculosis meningea y las formas tisulares (21),
en particular en la primera, debido a que en los
pacientes con sospecha de meningitis tuberculosa
se requiere un diagndstico rapido.

5%

A pesar del escaso numero de casos positivos
(10,5 % del total de muestras evaluadas), el
tiempo y la oportunidad de respuesta tanto para
resultados positivos como negativos disminu-
yeron considerablemente, y la prueba molecular
superd casi tres veces los resultados positivos
obtenidos mediante la baciloscopia; ademas, debe
considerarse que en la tuberculosis extrapulmonar
el desempefio de las pruebas de microscopia
depende del tipo de muestra, pues es mejor
en aquellas obtenidas por biopsia de tejidos
(>70-80 %), y es manifiestamente menor en
liquidos hiolégicos (5-20 %) (42). Por otra parte,
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la baciloscopia negativa no debe considerarse
como un diagnéstico definitivo. Otras ventajas de
la prueba son que sirve para medir la sensibilidad
al medicamento de primera linea, la rifampicina, y
que, en los aislamientos con resultados positivos
en el cultivo y por el método de proporciones,
también predijo la sensibilidad a la isoniacida en
100 % de las cepas evaluadas.

En cuanto a la informacion cuantitativa de la
prueba Xpert® MTB/RIF, en 27 detecciones (70 %)
el resultado fue “bajo” y “muy bajo”, y correspondia
a las baciloscopias negativas. Este hallazgo es
importante porque se ajusté a lo esperado dada
la naturaleza paucibacilar de la tuberculosis
extrapulmonatr, y porque también evallio de manera
indirecta la calidad de la baciloscopia en términos
de su lectura y de la técnica empleadas en el
proceso. En un estudio previo, especificamente en
muestras respiratorias, esta informacion se planted
como otra variable que debe incorporarse en los
informes de salud publica por su fuerte correlacién
con las técnicas de microscopia (15).

Con respecto a los falsos negativos (dos casos en
este estudio), otros autores han sugerido que en
las pruebas moleculares tales resultados se deben
a la presencia de inhibidores o a errores técnicos
de laboratorio (43). También, se ha documentado
gue la descontaminacion de muestras estériles y
no estériles puede disminuir la carga bacilar y, por
consiguiente, reducir la sensibilidad del test (24).
En este estudio, el tamafio y el volumen pudieron
haber sido un aspecto critico, ya que segun el
protocolo del laboratorio de micobacteriologia,
deben garantizarse al maximo para las pruebas
microbiolégicas convencionales, en particular,
cuando las muestras son de dificil obtencion. En
la dinamica rutinaria de trabajo, se deja una muy
pequefia proporcién para la prueba molecular, lo
cual genera resultados indeterminados para la
interpretacion de la sensibilidad a la rifampicina
en la plataforma diagndstica, lo que se evidencié
solo en una muestra en este trabajo. El resultado
clinico de uno de los casos se logré con base
en los hallazgos histologicos, radiolégicos vy
epidemiolégicos durante la hospitalizacién, en
tanto que los hallazgos microbiolégicos no se
tuvieron en cuenta para decidir el tratamiento
antituberculoso. En el otro caso, el paciente se
atendié en consulta ambulatoria, pues su estado
de salud no presentaba un deterioro acusado, pero
su diagnéstico no se determin6 hasta obtener los
resultados de las biopsias.
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Por otro lado, los resultados positivos obtenidos
mediante la prueba Xpert® MTB/RIF en los cultivos
negativos (correspondientes a diez muestras en
este estudio), se deben a una de las limitaciones
de las pruebas basadas en la deteccion de acidos
nucleicos, pues no diferencian los bacilos viables
de los no viables, situacion que ya se ha reportado
en pacientes bajo tratamiento farmacoldgico en
quienes se usa la prueba (44), ya que podria llevar
a que los resultados se interpretaran como falsos
positivos; sin embargo, el sistema de extraccion,
amplificacion e interpretacion de resultados es
cerrado, lo cual minimiza considerablemente la
contaminacion cruzada. Estas situaciones resal-
tan el hecho de que las pruebas moleculares
no reemplazan los métodos convencionales de
diagndstico micobacteriolégico, y que pueden ser
mitigadas cuando se combinan con los hallazgos
epidemiolégicos, clinicos y de laboratorio del
paciente. Segun las recomendaciones de los CDC,
en aquellos casos cuya baciloscopia sea negativa
con un nivel elevado o medio de sospecha clinica
de tuberculosis y resultados positivos en la prueba
molecular, el diagnéstico debe considerarse como
presuntivo de tuberculosis (45); en este sentido,
el resultado clinico de los diez casos, todos con
baciloscopia negativa y factores epidemioldgicos
asociados a tuberculosis extrapulmonar, permitio
confirmar el diagnostico.

Las 331 pruebas negativas representan un por-
centaje alto y, segun la revision de trabajos previos,
las implicaciones clinicas de un resultado negativo
no son sencillas de interpretar. La utilidad de un
resultado negativo para descartar la tuberculosis
extrapulmonar depende del sitio anatdmico del que
provenga la muestra, de las caracteristicas clinicas
del paciente (por ejemplo su estado inmunoldgico)
y de la prevalencia subyacente de la tuberculosis
en la poblacion, entre otros aspectos (46). En
este sentido, en todos los pacientes incluidos en
el presente estudio se sospechaba la presencia
de tuberculosis extrapulmonar, pero, dado que
estas pruebas no reemplazan los métodos
convencionales, los pacientes se manejaron
segun el riesgo de tener la enfermedad y los
diagnésticos diferenciales. En cuanto al impacto
de los resultados negativos, el presente trabajo
no lo consider6. Segun las recomendaciones
de la OMS, los individuos con sospecha de
tuberculosis extrapulmonar y resultado negativo
en la prueba Xpert® MTB/RIF, deben someterse a
pruebas diagnésticas adicionales; en cuanto a los
pacientes en quienes la sospecha clinica de tener
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la enfermedad es muy grande, especialmente los
nifios, esta debe tratarse, incluso si el resultado en
la Xpert® MTB/RIF es negativo, o si la prueba no
esta disponible (47).

La mejor concordancia entre las tres herramientas
diagnosticas (baciloscopia, cultivo en Ogawa-
Kudoh y prueba molecular), se registré6 entre
la prueba Xpert® MTB/RIF y el cultivo (indice
kappa=0,811; IC,, 0,7074-0,9147); hay que
tener en cuenta que este Ultimo es el método de
referencia para el diagnéstico microbiolégico y que
tiene las limitaciones de tiempo ya mencionadas.
En un estudio anterior con otra prueba en tiempo
real, se reporté una concordancia intermedia
de 0,59 (48) con otro medio sélido (medio de
Lowenstein-Jensen), en una comparacion similar
a la de este trabajo.

La informacion de los analisis de laboratorio en el
presente estudio debe ser insumo para fortalecer
las actividades de diagnostico de las instituciones
del pais, ya que en 2013 el 75,0 % de los 12.824
casos de pacientes reportados al Instituto Nacional
de Salud se confirmé en el laboratorio, 23,1 %
correspondié a casos confirmados por clinica y
1,6 % se confirmd por nexo epidemiolégico. De ahi
la importancia de documentar la experiencia con
los nuevos métodos diagndsticos.

Entre las limitaciones del estudio cabe mencionar
tres: en primer lugar, los tejidos no especificados,
los cuales no pudieron clasificarse correctamente
por inconvenientes del sistema de informacion y
representaban 33,8 % (126) del total; en segundo
lugar, a pesar de que con los métodos fenotipicos
se encontrd6 una concordancia de 100 % en las
cepas sensibles, la evaluacién concluyente del
rendimiento de la prueba Xpert® MTB/RIF en
aislamientos resistentes a la rifampicina requiere
un nimero de muestras mayor debido a la baja
prevalencia de la resistencia evidenciada durante
el periodo de estudio: solo una de las muestras
fue resistente a rifampicina con confirmacion
fenotipica. Por ultimo, el método de referencia
para los andlisis no fue el 6ptimo, ya que por su
naturaleza paucibacilar, en aquellas muestras de
origen extrapulmonar se requeriria haber contado,
al menos, con medios liquidos de cultivo como
el que se emplea en el Mycobacterium Growth
Indicador Tube (MGIT), y con la tincién de
auramina-rodamina para las baciloscopias. Es
importante tener esto en cuenta, pues estas
metodologias tienen efectos directos sobre la
sensibilidad y la especificidad; sin embargo, en
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el presente estudio se evidenciaron las bondades
de la prueba molecular en términos de tiempo de
respuesta y porcentaje de positividad en muestras
no pulmonares, ademéas del aporte tedrico en
términos de la validacion clinica en el marco de
los métodos tradicionales, como los de la tincion
de Ziehl-Neelsen y el medio de cultivo Ogawa-
Kudoh, que son de uso rutinario en muchos
laboratorios del pais.

Por dltimo, ademas de su interés en salud publica,
la tuberculosis es una enfermedad cuya atencion
esta incluida en el Plan Obligatorio de Salud, y
corresponde a las instituciones prestadoras de
servicios de salud garantizar el diagnéstico y el
seguimiento de los casos.

Este estudio representa un aporte teérico y prac-
tico a la evaluacion de una prueba molecular ya
disponible en el pais, la cual se emplea para la
deteccion oportuna de la enfermedad, y contribuye
al Plan Estratégico “Colombia libre de tuberculosis,
2010-2015", con el cual se concreta la estrategia
de “Alto a la tuberculosis” de la OMS (49).

Como la mayoria de las pruebas molecula-
res, el método Xpert® MTB/RIF en muestras
extrapulmonares no reemplaza los métodos
convencionales del diagnostico micobacteriologico,
pero si los complementa y los potencia, aunque
es cierto que también tiene limitaciones, que,
sin embargo, pueden mitigarse si se combina
con los hallazgos epidemioldgicos, clinicos y de
laboratorio del paciente.

La utilidad de la prueba Xpert® MTB/RIF en el diag-
néstico rapido de la tuberculosis extrapulmonar
guedd demostrada por ser una alternativa rapida,
especialmente en liquido cefalorraquideo y en
tejidos, pero no debe emplearse para descartar el
diagndstico debido a la heterogeneidad inherente
de las formas extrapulmonares en aspectos como
la obtencion, el tamafio y los volimenes de las
muestras. Por otro lado, este estudio aportdé un
protocolo sencillo para el adecuado tratamiento
de las muestras antes del analisis en instituciones
publicas y privadas que cuenten con la plataforma
diagnéstica Xpert®.

Ademas de la correcta identificacion de la bacteria
causante de la enfermedad, la prueba permitié
determinar la sensibilidad del microorganismo
a uno de los antibidticos mas importantes en el
tratamiento farmacolégico, la rifampicina, lo que
permite orientar desde el inicio el tratamiento v,
aunque el numero de casos positivos fue bajo,
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se

demostré su efecto en el manejo clinico de los

pacientes atendidos en una institucion de tercer
nivel de complejidad.
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