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La emergencia de la Tuberculosis (TB) hace indispensable la
aplicacion de técnicas que permitan acortar el tiempo diag-
noéstico, es por ello que se recomienda el uso de técnicas
moleculares, de las numerosas pruebas disponibles de am-
plificacion de acidos nucleicos para el diagnostico de tuber-
culosis, la prueba de GeneXpert Mtb/RIF es una de las mas
ampliamente evaluadas.

El objetivo de nuestro trabajo es destacar la importancia del
Xpert Mtb/Rif para el diagnéstico y deteccion de resistencia
y/o sensibilidad a la Rifampicina (Rif) en pacientes VIH/sida.
En este estudio se procesaron 152 muestras pulmonares
procedentes de pacientes VIH/sida, simultaneamente por ba-
ciloscopia, cultivo so6lido Lowenstein Jensen (LJ) y la técnica
molecular GeneXpert Mtb/Rif. Los resultados obtenidos fue-
ron; por baciloscopia se detect6 la presencia de BARR en 18
(11.84%) muestras, por cultivo en medio sélido L J se detecto
la presencia de Mtb en 33 (21.7%) muestras, con un aisla-
miento de micobacteria no tuberculosa (MNT), y por Xpert
Mtb/Rif se detect6 la presencia de Mycobacterium tubercu-
losis (Mtb) en 39 (25.65%) muestras, de estas 36 (23.68%)
fueron Mtb-no resistente a la Rifampicina, y 3 (2.00%) fue-
ron Mtb-resistente a Rif, debemos aclarar que en 2 (1.31%)
muestras fueron invalidadas pues el equipo detecto Error, lo
que permiti6 obtener una sensibilidad, especificidad y con-
cordancia por encima del 90%.

El uso del Xpert Mtb/Rif acortd significativamente el tiempo
diagnostico, ademas de detectar las cepas resistentes a Ri-
fampicina, esto permitioé la iniciacién inmediata del tratamien-
to especifico, evitando la diseminacion y formas graves de
la enfermedad en este grupo de riesgo, sobre todo en los
pacientes VIH/sida donde la Baciloscopia (BK) fue negativa.

Palabras Claves: Mycobacterium tuberculosis, GeneXpert
Mitb-Rif, pacientes VIH/sida.

The emergence of Tuberculosis (TB) makes the application
of techniques necessary to shorten the diagnosis time indis-
pensable, which is why the use of molecular techniques is
recommended, of the numerous tests available for nucleic
acid amplification for the diagnosis of tuberculosis, GeneX-
pert test Mtb / RIF is one of the most widely evaluated.

The objective of our work is to highlight the importance of
Xpert Mtb / Rif for the diagnosis and detection of resistance
and / or sensitivity to Rifampicin (Rif) in HIV / AIDS patients.
In this study, 152 lung samples from HIV/AIDS patients were
processed simultaneously by bacilloscopy, Léwenstein Jen-
sen solid culture (LJ) and the GeneXpert Mtb / Rif molecular
technique. The results obtained were; by bacilloscopy the
presence of BARR was detected in 18 (11.84%) samples, by
culture in solid medium LJ the presence of Mtb was detected
in 33 (21.7%) samples, with a non-tuberculous mycobacteri-
um (MNT) isolation, and by Xpert Mtb / Rif detected the pres-
ence of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) in 39 (25.65%)
samples, of these 36 (23.68%) were Mtb-non-resistant to Ri-
fampicin, and 3 (2.00%) were Mtb-resistant to Rif, we must
clarify that in 2 (1.31%) samples were invalidated because
the equipment detected Error, which allowed to obtain a sen-
sitivity, specificity and agreement above 90%.

The use of the Xpert Mtb / Rif significantly shortened the di-
agnostic time, in addition to detecting the strains resistant to
Rifampicin, this allowed the immediate initiation of the spe-
cific treatment, avoiding the dissemination and severe forms
of the disease in this risk group, especially in the HIV / AIDS
patients where smear microscopy (BK) was negative.

Key Words: Mycobacterium tuberculosis, GeneXpert Mib-
Rif, HIV / AIDS patients.
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Introduccion

La TB es una enfermedad que sigue siendo importante cau-
sa de muerte a nivel mundial, por la duracién prolongada del
tratamiento, el aumento de cepas resistentes a multiples far-
macos y la mortal asociacién con el VIH/sida, esto hace que
su control sea un gran desafio, en especial en los paises
mas pobres. El diagnéstico de la TB sigue basandose en la
presentacion clinica, hallazgos radiograficos y resultados
microbiolégicos'. Las actuales medidas de control de la TB
tomadas a nivel mundial no han sido suficientes para inter-
rumpir la transmision y erradicacion de esta enfermedad,
posiblemente porque los indicadores de medida ignoran la
duracion del estado infeccioso, la frecuencia de reactivacion
y el riesgo de progresion entre los contactos infectados, per-
mitiendo asi la perpetuacion de la enfermedad entre la po-
blacion mundial?®.

Se estima que aproximadamente cada afno cerca de medio
millon de enfermos son portadores de cepas resistentes a
drogas antibacilares como la Isoniazida y Rifampicina, lo
que implica una infeccion por Mycobacterium tuberculosis
multidrogoresistente (Mtb-MDR), casos dificiles de curar
pues ambos antibacilares son farmacos muy eficaces en el
tratamiento*S. La emergencia y diseminacion de cepas My-
cobacterium tuberculosis resistentes representa actualmente
un serio problema para el control de esta enfermedad, el di-
agnostico temprano de una TB activa y la deteccion precoz
de cepas multidrogoresistentes (TB-MDR) es esencial para
evitar su trasmisioén®’. La base del diagnéstico de la TB sigue
recayendo en la sospecha clinica, la radiologia y las pruebas
microbiolégicas, aunque dentro de estas ultimas ha habido
grandes novedades en los Ultimos afios, sobre todo con la
aparicion de técnicas moleculares, es por ello que el futuro
mas inmediato recomienda su uso, entre ellas el equipo Gen-
eXpert Mitb-Rif el cual presenta mayor sensibilidad y capaci-
dad de detectar simultdneamente tanto la presencia de Mtb
como la resistencia a la Rifampicina, y el GenoType®. El Gen-
eXpert Mtb-Rif mediante el empleo de una técnica sencilla y
reproducible como es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real, detecta simultaneamente tanto la pres-
encia del ADN de M tuberculosis, como los posibles cambios
en el ADN que puedan producir resistencia a la Rifampicina,
pues es capaz de identificar como blanco al gen rpof3, el cual
codifica para la resistencia a la Rifampicina, farmaco esen-
cial en el tratamiento de esta enfermedad, todo en un tiempo
aproximado de 2 horas®.

La sensibilidad global de la prueba es cercana al 90%,
siendo del 98% en pacientes con baciloscopia positiva, y de
alrededor del 70% en aquellos con baciloscopia negativa,
al ser mucho mas sensible se elige preferentemente para
aquellos pacientes con TB pausibacilar. En comparacién con
“el patrdn oro del cultivo” la especificidad y sensibilidad es
mayor al 95%, respecto a si un paciente result6 al GeneX-
pert resistente a la Rifampicina a este se le deba tratar como
Mtb-MDR, pues la resistencia a este farmaco en mas de un
95% de los casos esta asociada a resistencia a isoniazida®2.
La OMS recomienda esta prueba para determinados grupos
de riesgo como son; personas portadoras del virus de inmu-

nodeficiencia humana, pacientes previamente tratados (re-
caidas, reingresos por abandonos y fracasos), pacientes que
presenten baciloscopia positiva ya avanzado el tratamiento,
reclusos y exreclusos, menores de 15 afnos, pacientes con pa-
tologias asociada a enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC), pacientes trasplantados, personal de salud y pacien-
tes sintomaticos con contacto a casos confirmados de TB'3¢.

El objetivo de este estudio es reafirmar el impacto-beneficio
del empleo del Xpert Mtb/RIF para el diagnéstico de la Tuber-
culosis en pacientes VIH/sida con sospecha de tuberculosis
pulmonar, grupo de riesgo muy vulnerable.

Materiales y Método

Nuestro trabajo fue disefiado como estudio retrospectivo, en
este estudio se analizaron 152 muestras pulmonares proce-
dentes de pacientes VIH/sida sintomaticos tratados en nues-
tra institucion hospitalaria Hospital Nacional de Referencia
a Atencion al paciente VIH/sida, el diagnostico de dichas
muestras se realiz6 en el Laboratorio Nacional de Referen-
cia e Investigaciones de Tuberculosis, Lepra y Micobacte-
rias (LNRI-TB/Lepra/Micobacterias) del Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri (IPK), durante el periodo noviembre
2016-junio 2017.

Las muestras fueron analizadas aplicando simultaneamente
las técnicas diagnosticas; baciloscopia, cultivo convencional
en medio s6lido Léwenstein-Jensen, y Xpert Mib-Rif como
herramienta diagnéstica molecular. Para el examen directo o
baciloscopia se utiliz6 la tincién de Zielh-Neelsen, para el em-
pleo de la técnica de cultivo las muestras fueron descontami-
nadas por el método de Petroff modificado, posteriormente
fueron incubadas a 37°C en medio sélido L J, las lecturas
se realizaron semanalmente durante ocho semanas; ante la
aparicion de colonias se realiz6 tincion de Zielh-Neelsen esta
vez a partir del cultivo para detectar la presencia de bacilos
acido-alcohol resistentes (BAAR). Para el analisis molecular
GeneXpert Mtb/RIF se cumplié con el protocolo de trabajo
segln recomendaciones del fabricante; 1 mL de la mues-
tra por 2 mL del reactivo descontaminante GeneXpert Mtb/
RIF, posteriormente homogenizar en Vértex dejar actuar la
descontaminacién por 15 minutos, pasado este tiempo la
muestra descontaminada fue transferida con pipeta estéril
al cartucho GeneXpert Mtb/RIF el cual fue introducido en el
equipo para la deteccion de Mtb y determinacion de la sus-
ceptibilidad y/o resistencia a Rifampicina, la obtencion de los
resultados se obtuvo aproximadamente en 2:00h lo que re-
afirma las bondades de esta metodologia sobre todo para el
grupo de pacientes mas vulnerable'®'7:18,

Resultados

Los resultados obtenidos de las 152 muestras procesadas al
aplicar las diferentes metodologias diagnésticas fueron com-
parados; GeneXpert Mtb/Rif detectd 39 (25.65%) muestras pos-
itivas a Mycobacterium tuberculosis (Mtb), de estas 36 (23.68%)
resultaron Mtb-no resistente a Rif, 3 (2.00%) Mib-resistente a
Rif, y 2 (1.31%) muestras presentaron Error por lo que fueron
invalidadas, resultados expresados en la Cuadro #1.



Cuadro #1. Resultados obtenidos en las muestras analizadas
por GeneXpert Mtb-RIF.

Categorias Total

No Deteccion Mtb / No Resistencia a Rifampicina 111
Deteccion de Mtb / No Resistencia a Rifampicina 36
Deteccion Mtb/ Resistencia a Rifampicina 3
Test con error / Test invalidado 2

Total 152

Debemos aclarar que de los 39 aislamientos de Mib,
21(13.81%) tuvieron baciloscopia negativa, lo que reafirma
el valor diagnéstico de esta técnica sobre todo para los gru-
pos mas vulnerables. Los resultados obtenidos en el caso
de la utilizacion de la metodologia convencional de cultivo
en medio sélido LJ fueron; 33(21.7%) muestras se obtuvo el
aislamiento de Mtb, ademas se obtuvo el aislamiento de una
micobacteria no tuberculosa (MNT) identificada como Myco-
bacterium avium-intracellulare, como puede observarse la
sensibilidad, especificidad y concordancia obtenida fue por
encima del 90%.

Con respecto al porcentaje de positividad obtenido de acuer-
do a los métodos utilizados, resultados expuestos en el Cua-
dro #2, podemos decir que al compararlos observamos que
se obtuvo una sensibilidad, especificidad y concordancia por
encima del 90%, no obteniendo diferencias estadisticamente
significativas entre ellos.

Cuadro #2. Porcentaje de positividad acorde a la metodologia

diagnéstica utilizada.

Método No. (+) %
GeneXpert 39 25.65%
Cultivo LOwenstein Jensen 33 21.71%
Baciloscopia ( tincion Ziehl-Neelsen) 18 11.84%

Consideramos que este estudio representa un aporte mas
respecto a la evaluacion de esta prueba molecular ya dis-
ponible en el pais, esto contribuye al Plan Estratégico “Alto
a la tuberculosis” de la OMS, y por otra parte los resultados
expuestos en este trabajo demuestran el bajo indice de resis-
tencia que presenta nuestro pais en este grupo de riesgo?®.

El resurgimiento mundial de la TB se atribuye al aumento de
la migracion internacional, fallas en los sistemas de salud,
ineficacia de la vacuna BCG, la pobreza de ciertos paises
de Africa, Asia y América Latina, la baja sensibilidad de los
métodos diagnésticos, pero por sobre todo a la pandemia
VIH/sida'2. La coinfeccion de TB - VIH sigue siendo uno de
los mayores problemas de salud a nivel mundial y amena-
zan los programas de control de ambas enfermedades, la
infeccion tuberculosa puede ser muy dificil de detectar en
las personas seropositivas al VIH, lo que puede retrasar el
diagnostico y traer como consecuencia que el paciente pue-
da desarrollar complicaciones en la enfermedad que pueden
llegar a ser fatales. Se estima aproximadamente que al 4%
de estos paciente se les aisla cepas Mtb-MDR, condicion di-

ficil de tratar, costosa y no siempre curable'®. La coinfeccion
VIH-TB poseen un sinergismo mortal, pues la infeccion viral
conduce a la declinacién de los linfocitos T CD4 que son de
crucial importancia en iniciar y mantener la respuesta inmune
anti-infecciosa, por lo que promueve la progresion de una in-
feccién por TB reciente o latente. Por otro lado, la TB acelera
la evolucién de la enfermedad por VIH al aumentar la carga
viral e incrementa la progresion al sindrome de inmunodefi-
ciencia adquirida (Sida). Al existir un mayor nimero de casos
de TB-VIH aumenta el riesgo de transmisién y la mortalidad
por TB en la comunidad.

En el caso de cepas extremadamente resistentes (Mtb-
MDXR) practicamente no hay opcién de tratamiento, mas
aun, las drogas disponibles son ineficaces para el tratamien-
to de individuos infectados de manera latente. La principal
limitacién de los Programas de Control de la Tuberculosis es
precisamente las dificultades que existen para lograr un diag-
néstico temprano, tradicionalmente la baciloscopia ha sido el
método inicial para el diagnéstico de la TB por su simplicidad,
rapidez del procesamiento y bajo costo, sin embargo, la baja
sensibilidad (45-80% de los casos positivos al cultivo), menor
en los paises de baja incidencia de TB, limita su efectividad
diagnéstica. Por otra parte, las técnicas de cultivo son mucho
mas sensibles, sin embargo requieren entre 30-60 dias lo
que retarda el diagnéstico, por esta razéon en los Ultimos de-
cenios se han desarrollado nuevos métodos diagnésticos los
cuales intentan superar estas limitaciones?'-2,

La deteccion y el tratamiento oportuno de pacientes con tu-
berculosis son la clave para su control epidemioldgico; sin
embargo, su diagnostico etiologico por el laboratorio continua
representando un gran reto para los servicios de salud, de-
bido a que los recursos necesarios para lograr este objetivo
no siempre estan disponibles, y porque por las caracteristi-
cas particulares de los organismos causales, se requieren de
dias a semanas para lograr su aislamiento, caracterizacion y
determinacion de sensibilidad antimicrobiana. En el diagnos-
tico por el laboratorio en las localizaciones extrapulmonares
de la tuberculosis, este problema es aun 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 nUumero de organismos siempre
es menor al encontrado en las muestras pulmonares 4.

En los Ultimos afos con los avances en la Biologia Mole-
cular se abrieron nuevas posibilidades para el diagnostico
de enfermedades infecciosas, entre ellas la TB, lo que ha
permitido la deteccion y caracterizacion de este microorga-
nismo al igual que de la resistencia a los antibacilares de
primera y segunda linea, lo que ha generado un importan-
te avance en el diagnéstico, tratamiento y seguimiento de
la enfermedad. Adicionalmente, se deben incluir las pruebas
moleculares para complementar el diagnéstico clinico, de
una manera rapida y sensible, pero nunca reemplazando los
métodos convencionales los cuales siguen siendo “el estan-
dar de oro” para el diagnostico. Los pacientes pediatricos,
inmunosuprimidos, con tuberculosis extrapulmonar, pauciba-
cilares, contacto con pacientes con resistencia confirmada




y otros grupos de riesgo, se han considerado los pacientes
en que esta herramienta diagnéstica molecular tiene mayor
utilidad. Xpert Mitb/Rif ha contribuido en forma muy impor-
tante no so6lo al diagnostico de la TB, sino también al estudio
de la resistencia a las drogas, y también tiene gran utilidad
con fines epidemiolégicos, ya que hoy es posible discriminar
entre las diferentes cepas que afectan a los enfermos. Esta
prueba fue introducida hace pocos afios, esta es capaz de
integral la extraccion, amplificacién genonima e identificacion
de resistencia a Rifampicina por mutaciones en el gen rpoB,
empleando la técnica molecular de Reaccion en Cadena de
la Polimerasa en tiempo real (PCR por sus siglas en Inglés).
Esto permiti6 acortar significativamente el tiempo diagnéstico
al ofrecer los resultados en menos de 3h, con riesgo minimo
de contaminacion por ser un sistema cerrado®+26.

A partir del 2013 la OMS recomienda su uso como una he-
rramienta alternativa para el diagnéstico de TB pulmonar en
adultos y ninos. Hasta el momento la mayoria de los estudios
realizados para diagnéstico de TB pulmonar pausibacilar con
Xpert Mtb/Rif son en adultos que por alguna razén son pro-
pensos a contraer la infeccion tuberculosa, se han obtenido
estimaciones aproximadas de sensibilidad (43-100%) y es-
pecificidad (86-100%), esta prueba también ha sido aproba-
da por la OMS para el diagnoéstico de tuberculosis en paises
con prevalencia baja y media'32':2¢,

Considerando el costo de este equipo y su mantencion, re-
comendamos que este no debiera ser indicado a todos los
pacientes, que se utilice sélo en aquellos pacientes con sos-
pecha de tuberculosis en los cuales las baciloscopia sean
negativas. Dada su alta especificidad también pudiera estar
recomendado cuando se sospecha una micobacteria no tu-
berculosa en el caso de enfermos con baciloscopia positiva,
si el Xpert es negativo esto confirmaria que se trata de otra
especie micobacteriana no tuberculosa. Esta técnica seria
muy Util en grupos més vulnerables pacientes con algun tipo
de deterioro en su barrera inmunologica y particularmente
paciente VIH/sida?%%.

Como método de mayor sensibilidad no esta indicado en
enfermos que hayan tenido anteriormente una infeccion tu-
berculosa, porque cualquier residuo de DNA micobacteriano
que haya quedado del pasado sera amplificado y detectado
dando un resultado falso positivo®-32,

Esta prueba es una herramienta mas para el diagnostico de
TB pulmonar, con sensibilidad superior a la baciloscopia, lo
que puede aumentar el niUmero total de casos detectados
tempranamente acortando el tiempo de inicio del tratamiento
especifico segun la sensibilidad encontrada a la Rif, aunque
se debe tener en cuenta que un resultado microbiolégico
negativo no descarta la enfermedad y que el criterio clinico
prevalece. Como conclusién, podemos decir que estos re-
sultados son un aporte mas a la evaluacion de esta prueba
molecular, ademas de demostrar el bajo indice de resistencia
que presenta este grupo de riesgo.
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