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Resumen

El objetivo del estudio fue la validaciéon e implementacion de GeneXpert MTB/RIF para uso
rutinario en la deteccién rdpida de tuberculosis, y sensibilidad a la rifampicina en muestras
clinicas; para esto se recogieron 1592 muestras respiratorias y fueron analizadas en el laboratorio
del Instituto Nacional de Investigacién en Salud PUblica Guayaquil. El andlisis de los resultados
de GeneXpert en comparacién con la baciloscopia mostraron una sensibilidad inicial de 99.8%
y especificidad de 93,2%; el andilisis de discrepancias ufilizando los resultados del cultivo como
método de referencia mostré que los resultados de GeneXpert considerados falsos negativos
resultaron ser verdaderos negativos, lo mismo sucede con los falsos positivos que corresponden
a verdaderos positivos. Recalculada la sensibilidad y especificidad del GeneXpert se tuvo 99,8%
y 100% correspondientemente. La comparacién con pruebas de sensibilidad a drogas mostrd
una sensibilidad de 91,4% y una especificidad del 95,5% para el sistema GeneXpert MTB/RIF. Se
concluye que la implementacion del sistema GeneXpert en Ecuador permitié dar solucion a
ciertos problemas asociados con la aplicacion de las metodologias de diagndstico
convencionales, disminuyendo los fiempos de espera, e incrementando la sensibilidad y
especificidad en el diagndstico de la tuberculosis resistente a drogas, generando una valiosa
oportunidad de diagndstico temprano.

Palabras clave: Estudios de validacién, esputo, sensibilidad, especificidad, rifampicina,
Mycobacterium tuberculosis.

Abstract

The objective of the study was the validation and implementation of GeneXpert MTB/RIF for
roufine use in the rapid detection of fuberculosis and sensitivity to rifampicin in clinical samples;
for this, 1592 respiratory samples were collected and analyzed in the laboratory of Instituto
Nacional de Investigacién en Salud PUblica Guayaquil. The analysis of the results of GeneXpert
in comparison with smear microscopy showed an initial sensitivity of 99.8% and specificity of
93.2%; The analysis of discrepancies using the results of the culture as a reference method
showed that the GeneXpert results considered false negatives turned out to be true negatives,
the same happens with the false positives that correspond to frue positives. Recalculated the
sensitivity and specificity of the GeneXpert was 99.8% and 100% correspondingly. The
comparison with the drugs susceptibility test showed a sensitivity of 91.4% and a specificity of
95.5% for the GeneXpert MTB/RIF system. It is concluded that the implementation of the
GeneXpert system allows solution fo certain problems associated with the application of
conventional diagnostic methodologies, decreasing the waiting fimes, and increasing the
sensitivity and specificity in the diagnosis of drug-resistant tuberculosis, thus generating a
valuable opportunity for early diagnosis.

Keywords: Validation studies, sputum, sensitivity, specificity, rifampin, Mycobacterium
tuberculosis.
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Infroduccion

Existen ciertos autores como Farga (V) quienes sostienen
gue un tercio de la poblacion mundial estd infectada por
el bacilo de Koch. Segun los Informes Mundiales sobre la
Tuberculosis de la Organizacidn Mundial de la Salud
(OMS), se estimd un desfase de 4,3 millones entre las
notificaciones de casos nuevos y el niUmero estimado de
casos incidentes en 2015 @, mientras que en el 2016 se
establece una brecha de 4,1 millones entre casos nuevos
notificados frente a la incidencia estimada que fue de
10,4 millones para este ano @), lo que refleja una
combinacion de subnotificacion y subdiagndstico. Esto se
debe a diferentes obstdculos, incluyendo la falta de
cobertura de los laboratorios, retrasos en el flujo de la
informacion y ausencia de tecnologia en entornos con
recursos limitados.

La deteccidn temprana de la infeccién mediante el
diagndstico rdpido de los casos es de vital importancia en
el control de la transmisidon, administracion de tratamiento
y disminucion de la morbilidad y mortalidad @, Existen
estrategias para el diagnéstico de la Tuberculosis vy
Tuberculosis Resistente a Drogas, de acuerdo a las
poblaciones de riesgo; una de ellas es el uso de
GeneXpert MTB/RIF (Xpert). Este es un sistema que emplea
un método de andlisis por biologia molecular, que permite
un diagndstico bacterioldgico rdpido y ofrece la
posibilidad de conocer la susceptibilidad a la rifampicina
de las cepas en estudio en menos de dos horas. El ensayo
Xpert MTB/RIF, es una plataforma de reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR) en tiempo real automatizada,
infegrada y semicuantitativa, que ufiliza el sistema
GeneXpert (Cepheid. USA). Esta prueba identifica el
Complejo Mycobacterium tuberculosis y detecta las
mutaciones mds frecuentes en el gen rpof asociadas a
resistencia a rifampicina (RIF), directamente de muestras
de pacientes con sintomas de tuberculosis, en menos de
dos horas. La plataforma consiste en un sistema cerrado
de biologia molecular que utiliza cartuchos desechables
de un solo uso que son independientes para el
procesamiento de la prueba. Con ello, se reduce dal
minimo el riesgo de contaminacién cruzada entre las
muestras y permite realizar una prueba de biologia
molecular con bajos requerimientos de bioseguridad e
infraestructura ),

Por ofro lado, se considera la aplicacién de los
algoritmos de diagnéstico de tuberculosis por métodos
convencionales acorde a las recomendaciones de la
OMS 9,

Los resultados de la baciloscopia (BK) se correlacionan
con los diferentes métodos de diagndstico; por lo cual es
necesario garanfizar la calidad de las muestras
respiratorias para el diagndstico de la tuberculosis
pulmonar. La adecuada instruccion al paciente para la
obtencién de esputo en lugar de saliva es importante
para lograr la obtencion de una muestra de calidad,
optimizando el rendimiento diagnéstico dado que las
muestras de mala calidad pueden proporcionar
resultados falsos negativos (1.

Se puede mejorar la confiabilidad de cualquiera de los
métodos ya sean convencionales o modernos con la
aplicacion de medidas sencillas como la evaluacion
visual de calidad de las muestras de esputo, de esta forma
disminuir los tiempos de respuesta, tomando en cuenta
que la baciloscopia proporciona resultados en un tiempo
de 24 horas, mientras que el cullivo y la prueba de
sensibilidad a drogas puede requerir un tiempo de 2 a 8
semanas para producir un resulfado, por lo cual si las
primeras muestras analizadas son adecuada, se agiliza el
proceso de diagndstico e inicio de tratamiento.

El problema principal radica en que los métodos
convencionales de diagnéstico de  tuberculosis
proporcionan resultados en fiempos relativamente largos,
lo cual extiende los fiempos de espera para ingreso a
fratamiento, mds aun considerando que de acuerdo a la
OMS dalrededor del 3% de los enfermos tuberculosos
nuevos a nivel mundial son portadores de cepas
resistentes, pudiendo llegar hasta el 15% de acuerdo a
variaciones regionales . La consecuencia final es que al
no existir un efectivo control de la cadena de transmisién
de la enfermedad por el retraso en el inicio del
fratamiento se incrementa el riesgo de contagio de la
poblacién expuesta.

En el aho de 1996, la FDA aprobd el uso de pruebas de
Amplificacién de Acidos Nucleicos (NAA), mientras que,
en 2009, el CDC emiti6 directrices para su uso
normalizado, indicando que debe realizarse NAA en al
menos una muestra respiratoria de cada paciente con
signos y sinfomas de tuberculosis pulmonar para lo que se
considera un diagndstico de la TB 2), El sistema GeneXpert
es un método automatizado que consiste en la ejecucion
de un ensayo de amplificacion de dcido nucleico dentro
de un cartucho, el cual permite la deteccién simultdnea
de tuberculosis y la resistencia a rifampicina en un tiempo
estimado de 2 horas. Este método detecta
simultdneamente el ADN del Mycobacterium tuberculosis
y la presencia de mutaciones del gen rpoB, responsable
de la resistencia a rifampicina (4.

El Ministerio de Salud Publica del Ecuador realiza la
adquisicién del sistema GeneXpert MTB/RIF en el ano 2011,
y se lo implementa a partir del ano 2012 como parte de la
implementacién de la estrategia Alto a la Tuberculosis
promovida por la OMS, en cuyos componentes se
consideraba “Asegurar la deteccidon de temprana de
casos mediante pruebas bacterioldgicas de calidad
garantizada”, y, "Abogar y participar en investigaciones
para el desarrollo de nuevos métodos de diagndstico,
medicamentos y vacunas” (2, por lo cual se da lugar a la
implementacién del método en diferentes laboratorios
con cobertura nacional. El propdsito de este articulo es la
ejecucién de un protocolo de vdalidacién del sistema
GeneXpert MTB/RIF como parte de la implementacion
para el uso rutinario en la deteccidén rdpida de
tuberculosis y andlisis de sensibilidad a rifampicina en
muestras clinicas de pacientes en zonas de mayor
incidencia de infeccidn por Mycobacterium tuberculosis
resistente a drogas (2,
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En el estudio comparativo se aplicaron diferentes
métodos  convencionales de  diagnéstico  de
micobacterias como baciloscopia, cultivo por el método
de Ogawa Kudoh modificado, pruebas morfolégicas y
bioquimicas de identificaciéon de especies (pruebas de
niacina, nitrato reduccién y catalasa), y pruebas de
sensibilidad a drogas (PSD) por el método de las
proporciones en medio de Lowenstein-Jensen
(proporciones de Canetti).

Con el fin de asegurar el contfrol de calidad del
rendimiento del sistema GeneXpert MTB/RIF y validar su
aplicacion, esta prueba se realizd en paralelo con la
baciloscopia, cultivo bacteriolégico y PSD convencional
en medio sdélido; se realizd también la evaluacién de la
calidad de las muestras mediante la evaluacién visual.

El resulfado esperado de la implementacidon vy
validacién del sistema Xpert MTB/RIF es contar con un
método de prueba rdpida y fiable que puede ser incluido
en los algoritmos de diagndstico de tuberculosis en
muestras respiratorias acorde alos lineamientos de la OMS
8), cuya aplicacién en poblaciones con alta incidencia
de tuberculosis y grupos de riesgo permita disminuir los
tiempos de espera para el diagndstico e inicio de
tratamiento, logrando una disminucién del riesgo de
exposicidn de la poblacién a la infeccidén, al ser este un
factor preponderante en control de la progresién de la
enfermedad @),

Métodos

La validacion del sistema Xpert MTB/RIF fue realizada
mediante un andlisis comparativo con los métodos
convencionales de diagnéstico de  tuberculosis
(Baciloscopia, cultivo y PSD) considerados como Gold
Standard.

La investigacion se realizd en diferentes etapas que
parten desde la implementacién del método vy finaliza
con la validacién como se describe a continuacién:

Implementacion del método. La Direccidon Nacional
de Estrategias de Prevencién y Control del Ministerio de
Salud PUblica, a través de su unidad denominada
Estrategia Nacional de Tuberculosis, realizé la adquisicion
de 5 instrumentos GeneXpert, los cuales han sido
distribuidos para su uso de acuerdo a la epidemiologia de
la enfermedad en diferentes laboratorios del pais con el
fin de lograr una efectiva cobertura, agilidad vy
oportunidad en el diagndstico de la enfermedad. Como
parte de la implementacion, el Laboratorio Supranacional
de Referencia de Tuberculosis de Massachusetts (MSRL)
proporciond capacitacion en el uso, mantenimiento,
validacién e interpretacién de los resultados.

Validacion del método. Por el lapso de 4 meses
comprendidos de julio a octubre de 2012, un total de 1592
muestras respiratorias recolectadas de pacientes con
sospecha de Tuberculosis en todo el pais, fueron
analizadas principalmente en el laboratorio Nacional de
Tuberculosis del Instituto Nacional de Investigacion en
Salud PUblica (INSPI) de la Ciudad de Guayaquil, asi como
en los ofros laboratorios destinados para el propdsito

donde se ha puesto a prueba el uso de estos instrumentos.
Con el fin de asegurar el control de calidad del sistema
Xpert y validar su aplicacién, esta prueba se realizdé en
paralelo con la baciloscopia, cultivo bacteriolégico y PSD
convencional en medio sdlido.

Las pruebas de sensibilidad se llevaron a cabo
Unicamente en el Laboratorio Nacional de Tuberculosis
del INSPI, para lo cual el Laboratorio Supranacional de
Referencia de Tuberculosis de Massachusetts realizé
previamente la evaluacién externa de la calidad de estas
pruebas, obteniendo un desempeno satisfactorio con una
sensibilidad y especificidad del 100%.

Criterios de inclusion. Las muestras deben provenir de
pacientes sintomdticos respiratorios, que formen parte de
los grupos de riesgo como: contactos de pacientes con
Tuberculosis MDR, pacientes en re-tratamiento, fracaso
del tratamiento como abandono recuperado o recaida,
coinfeccidén TB/VIH, inmunodeprimidos (principalmente
por enfermedades como diabetes o cdncer), personal de
salud diagnosticado con tuberculosis y personas privadas
de la libertad.

Criterios de exclusion. Fueron excluidas del estudio
aquellas muestras que no fueron de origen pulmonar
(extrapulmonares), sin embargo, estas fueron analizadas
en el laboratorio por los diferentes métodos con fines
diagndsticos.

Clasificacion de las muestras mediante  una
evaluacion visual. Considerando que la calidad de las
muestras es de vital importancia para el diagndstico, se
realizd una clasificacién de las muestras mediante una
evaluacioén visual de la calidad para la caracterizacion de
la apariencia macroscédpica de las muestras de esputo,
con lo cual al obtener los resultados del andlisis se podrd
correlacionar la calidad de las muestras con los resultados
obtenidos. Las muestras fueron clasificadas en cuatro
categorias para determinar la calidad de las muestras:
saliva (SAL); sanguinolenta (SANG), mucosa (MUC) vy
mucopurulenta (MP) de acuerdo a lo establecido en el
manual para el diagnéstico bacterioldgico de la
Tuberculosis de la Organizacién Panamericana de la
Salud 19),

Analisis de resultados. Posterior a la finalizacion del
tiempo establecido para el estudio se realizd la
recoleccién de los resultados de 4776 pruebas realizadas
a las 1592 muestras incluidas en el estudio, tomando en
cuenta que todas las muestras se procesaron por
baciloscopia, cultivo y GeneXpert; por ofro lado se
realizaron pruebas de susceptibilidad por el método
convencional asi como por Xpert MTB/RIF a las 282
muestras en las cuales se obtuvo un resulfado de culfivo
positivo, se debe considerar ademds que el tiempo que
franscurre para la obtencién del resultado de la prueba
realizada por métodos de cultivo y PSD es entre 2 a 8
semanas, y finalmente se realiza el andlisis de los
resultados.

Los resultados de baciloscopia de las 1592 muestras
analizadas fueron clasificados de acuerdo a la escala
adoptada internacionalmente para el informe de
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resultados en diferentes grupos: “Negativo”, “NUmero de
bacilos” (se observan de 1 a 9 Bacilos Acido Resistentes
[BAR] en 100 campos observados), “1+" (10 a 99 BAR en
100 campos observados), “2+" (1 a 10 BAR por campo en
50 campos observados) y “3+" (mds de 10 BAR por campo
en 20 campos observados) 19),

Los resultados de cultivo de las 1592 muestras
analizadas fueron clasificados segin lo recomienda el
Manual de Cultivo de la OMS, escala que ha sido
adoptada internacionalmente para el informe de
resultados en: “Negativo” (no se evidencia crecimiento
de colonias), “Colonias individuales” (entre 1y 19 colonias
en el fotal de medios sembrados), *1+" (20 a 100 colonias),
“2+" (Mds de 100 colonias) y “3+" (Colonias incontables)
(11)

Se realiz6 un andlisis de correlacion utilizando tablas de
2x2, con el fin de establecer el grado de correlacién entre
los métodos convencionales (baciloscopia, cultivo vy
pruebas de susceptibilidad) frente al método en estudio,
y de acuerdo a esto determinar la sensibilidad vy
especificidad del método, para lo cual se considera un
intervalo de confianza (IC) del 95%. Se toma en cuenta
durante el andlisis que, de acuerdo a los criterios de

inclusion, las muestras fueron obtenidas de pacientes con
alfa sospecha de ftuberculosis, y que se encuentran
asociados a factores de riesgo de padecer tuberculosis
resistente a las drogas. Asi mismo todos los pacientes
fueron identificados como sintomdticos respiratorios, y
poseen criterios clinicos asociados a la enfermedad, sin
embargo, no todos fueron sometidos a confirmacién por
imagen debido a la disponibilidad y acceso.

Resultados

Positividad de las muestras de esputo de acuerdo a la
apariencia macroscopica. En cuanto a la positividad de
las muestras de esputo, la evaluacién visual de la calidad
de las muestras permitid realizar la clasificacion de los
especimenes analizados en las diferentes categorias: SAL;
SANG, MUC y MP; de esta forma se compara la calidad
de la muestra con el resultado de los diferentes métodos
analiticos aplicados, pudiendo tener un rendimiento del
método de acuerdo a estas caracteristicas con respecto
al fotal de muestras analizadas. Estos datos se observan
enlaTabla 1.

Tabla 1. Positividad de las muestras de esputo de acuerdo a la apariencia macroscépica de la muestra y el método

utilizado para la deteccién de Mycobacterium tuberculosis.

Apariencia de las muestras

Método Clasificacion SAL SANG MUC MP
N° % N° A N° % N° o
o Negativa 97 6,1 45 2,8 482 30,3 551 34,6 1175
\g Escasos 5 0,3 5 0,3 13 0.8 24 1,5 47
Q 1+ 9 0,6 5 0,3 31 1,9 99 6,2 144
9 2+ 1 0,1 8 0,5 27 1.7 63 4,0 99
5 3+ 3 0,2 3 0.2 1 0.7 110 6,9 127
«@ Total 115 66 564 847 1592
Negativo 99 6,2 45 2,8 477 30,0 567 35,6 1188
o Colonias individuales 4 0,3 9 0,6 3 0,2 24 1,5 40
Z POS 1+ 8 0,5 7 0,4 16 1,0 48 3,0 79
8 POS 2+ 3 0,2 3 0,2 32 2,0 83 52 121
POS 3+ 7 0,4 6 0,4 28 1.8 123 7.7 164
Total 121 70 556 845 1592
£ m MTB No Detectado 92 58 73 4,6 435 27.3 508 31,9 1108
8 E MTB Detectado 30 1,9 25 1.6 104 6,5 325 20,4 484
> Total 122 98 539 833 1592

SAL: saliva; SANG: sanguinolenta; MUC: mucosa; MP: mucopurulenta

El grupo MP, el cual es el Unico que se compone
principalmente de esputo contiene la mayor proporcion
de resultados positivos entre las categorias de
baciloscopia, en el cual se observa hasta un 6,9% de
positividad con respecto al nimero total de muestras
analizadas; estas muestras se pueden considerar de
buena calidad y por ende permiten un incremento en la
capacidad de diagnédstico. Los resultados obtenidos de
las muestras con apariencia MUC arrojaron un grado de
positividad menor en la baciloscopia, aunque sigue
siendo significativo al observar el 1,9% respecto al total de
muestras analizadas. Pese a que las muestras mucosas
tienen una buena calidad, comparativamente se las

Disponible en: www sites.google.com/view/revistakasmera http://produccioncientificaluz.org/index.php/kasmera

considera de menor calidad que las mucopurulentas. En
el caso de las muestras sanguinolentas y saliva, estas
presentaron una positividad relativamente baja con
relacién a las anteriores, 0,5% y 0,6% respectivamente
(Tabla 1).

Las muestras mucopurulentas  presentan  una
tendencia de incremento de la positividad en relacién al
incremento de la carga bacteriana, en contraposicion de
las muestras con otras caracteristicas macroscépicas en
las cuales se muestra una relacion inversa de la positividad
con la proporcién de la carga bacteriana.

Kasmera 47(1);29-37. 2019
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El andlisis de los datos del rendimiento del cultivo
bacteriano demostrdé una tendencia similar que en el
caso de la baciloscopia; estos datos se muestran en la
parte central de la Tabla 1. Las muestras fueron
categorizadas por inspeccién visual; y los resultados del
cultivo se encuenfran clasificados como colonias
individuales, 1+, 2+ y 3+; en este método la mayor
positividad se concentrd en las muestras mucopurulentas,
las cuales presentan una positividad con respecto al total
de las muestras analizadas que va desde el 1,5% de las
muestras en las cuales se evidencia crecimiento de
colonias individuales, y el porcentaje va en ascenso hasta
7.7% en las muestras que presentan crecimiento de 3+; a
continuacién se encuentran las muestras MUC, SANG vy
SAL.

En el sistema GeneXpert MTB/RIF se aplicd la
diferenciacién de la apariencia macroscépica de las
muestras en forma similar que en los otros métodos,
observdndose el mismo comportamiento; en este caso el
resultado de la prueba para diagndstico de tuberculosis
en las muestras analizadas se presentd Unicamente en dos
formas: “MTB Detectado” (Positivo) y “MTB no detectado”
(Negativo); se observd una positividad con respecto al
total de las muestras analizadas del 20,4% en muestras
mucopurulentas, seguido de las mucosas (6,5%), salivales
(1,9%) y sanguinolentas (1,6%).

Rendimiento de baciloscopia y cultivo bacterioldgico.
Al ser la baciloscopia un método fundamental en el
diagnéstico de la tuberculosis, todos los algoritmos de
diagnéstico convencionales asi como los nuevos, se
basan en el resultado de ésta, y, debido a que el
rendimiento de la baciloscopia depende de la
capacidad del laboratorio asi como de la poblacién en
la que se aplica y la epidemiologia de la enfermedad,
esta debia ser evaluada frente al “gold standard” que en
este caso es el cultivo bacterioldgico. Asi, los resultados
del frotis fueron clasificados en funcidén de la carga
bacteriana: negativo, escasos, 1+, 2+ y 3+; para efectos
de un mejor andlisis y para poder determinar los falsos
positivos y negativos se clasificaron las muestras
procesadas por cultivo como negatfivo, colonias
individuales, 1+, 2+ y 3+, ademds se han relacionado los
datos con los resultados del GeneXpert MTB/RIF
clasificados como MTB detectado y MTB no detectado; se
ha incluido la informaciéon recopilada en la Tabla 2.

Los datos de la Tabla 2 reflejan la capacidad de la
baciloscopia de detectar la presencia del bacilo de la
tuberculosis, observdndose que existe una relacion
directamente proporcional entre la baciloscopia y el
cultivo, determinando que a medida que se incrementa
el contaje de colonias del cultivo mejora la capacidad de
detecciéon de la baciloscopia. Para un mejor andlisis los
datos de la Tabla 2, se han extraido y se han colocado en
fablas de 2x2 para la determinar la sensibilidad vy
especificidad del GeneXpert frente a cada uno de los
ensayos (baciloscopia y cultivo).

Como se muestra en la Tabla 3, 1.483 de un total de
1.592 muestras analizadas por baciloscopia y cultivo
fueron concordantes: 1.127 de ellas eran Cultivo

negativo/baciloscopia negativa, porlo que representa los
verdaderos negatfivos (VN) y 356 muestras analizadas
Cultivo positivo/baciloscopia positiva que representa a los
verdaderos positivos (VP). Para determinar el nUmero de
VP se ufilizaron los datos de la Tabla 2 por sumatoria de las
muestras que dieron resultados positivos para cultivo y
baciloscopia. Del total de 1592 muestras, 109 dieron
resultados discordantes; de estos 48 fueron baciloscopia
negativa/cultivo positivo consideradas como  falsos
negativos (FN) y 61 fueron culfivo negativo/baciloscopia
positiva, representados como falsos positivos (FP). A partir
de estos datos se determina la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo
(VPN); se utiliza un IC de 95% para el cdiculo de estos
pardmetros y sus respectivos limites de confianza,
obteniendo los siguientes resultados; sensibilidad 88,1%
(84,8-91,4;IC 95%); especificidad 94,9% (93,6-96,2; IC 95%);
VPP 85,4% (81,9-88,9; IC 95%) y VPN 95,9% (94,7-97.1; IC
95%).

Tabla 2. Deteccidén de Mycobacterium tuberculosis por
baciloscopia, cultivo y GeneXpert MTB/RIF.

Xpert MTB
BK Cultivo MTB MTB no Total
detectado detectado
Negativo 46 1081 1127
Colonias individuales 16 16
Negativo Pos 1+ 16 16
Pos 2+ 8 8
Pos 3+ 8 8
Total negativo 94 1081 1175
Negativo 17 6 23
Colonias individuales 4 4
Escasos Pos 1+ 8 1 9
Pos 2+ 7 7
Pos 3+ 4 4
Total escasos 40 7 47
Negativo 15 13 28
sC 13 13
1+ Pos 1+ 31 31
Pos 2+ 43 43
Pos 3+ 29 29
Total 1+ 131 13 144
Negativo 3 4 7
Colonias individuales 5 5
2+ Pos 1+ 11 11
Pos 2+ 36 36
Pos 3+ 40 40
Total 2+ 95 4 99
Negativo 3 3
Colonias individuales 2 2
3+ Pos 1+ 12 12
Pos 2+ 27 27
Pos 3+ 83 83
Total 3+ 124 3 127
Total 484 1108 1592

Tabla 3. Resumen de datos de desempeno de baciloscopia en
comparacion con los resultados de cultivo.

Baciloscopia Cultivo
Positivo Negativo
Positiva 356 (BK VP) 61 (BK FP) 417
Negativa 48 (BK FN) 1127(BK VN) 1175
Total 404 1188 1592

Desempeno del Xpert y baciloscopia. Los resultados del
andlisis comparativo entre Xpert y la baciloscopia en el
diagndstico de Tuberculosis se resumen en la Tabla 4. De
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acuverdo a los dafos analizados existieron dos grupos
concordantes que incluyen 1.081 verdaderos negativos y
390 verdaderos positivos; de igual manera existen dos
grupos discordantes que incluyen 121 muestras, de los
cuales 94 fueron positivos para Xpert y negativo para
baciloscopia, mientras que 27 muestras dieron Xpert
negativo/baciloscopia positiva. Para efectos del andlisis
de los datos de la Tabla 4, y dado que el propdsito del
protocolo fue la vadlidacion del sistema GeneXpert
MTB/RIF, en el estudio redlizado se considerd a la
baciloscopia como *“gold standard” por lo cual se
clasifica a los datos discordantes como falsos positivos
para GeneXpert (Xpert FP) y Falsos negativos para
GeneXpert (Xpert-FN). En base a las consideraciones
establecidas, se determina la sensibilidad, especificidad,
VPP y VPN, asi como sus respectivos limites de confianza
utilizando un IC del 95%, obteniendo los siguientes
resultados; sensibilidad  93,5% (91,0-96,0; IC 95%);
especificidad 92,0% (90.,4-93.6; IC 95%); VPP 80,6% (77.0-
84,2;1C 95%); VPN 97,6% (26,61-98,51; IC 95%).

Tabla 4. Desempeno de GeneXpert MIB/RIF en
comparacién con baciloscopia.

Baciloscopia

Xpert — 3 Total
Positiva Negativa
Positivo 390 (Xpert VP) 94 (Xpert FP) 484
- 1081
Negativo 27 (Xpert FN) (XpertVN) 1108
Total 417 1175 1592

Desempeno Xpert y cultivo. La comparacién entre el
método Xpert y el cultivo bacterioldgico se realiza a partir
de los datos recolectados en la Tabla 2, los cuales se
resumen en la Tabla 5. Se establece dos grupos
concordantes, de los cuales 1.107 son cultivo
negativo/Xpert Negativo (VN), y 403 cultivo positivo/Xpert
positivo (VP), mientras que las discordancias reflejon 1
cultivo positivo/Xpert negativo (FN) y 81 cultivos
negativos/Xpert positivo (FP). A continuacién, se muestran
los resultados del cdlculo de sensibilidad, especificidad,
VPP y VPN ufilizando un valor de IC de 95%. Sensibilidad
99.8% (99.1-100; IC 95%); especificidad 93,2% (91,7-94,7;1C
95%); VPP 83,3% (79.,8-86,7;1C 95%); VPN 99,9% (99,7-100; IC
95%)

Tabla 5. Desempeno de GeneXpert MTB/RIF en comparacion con
el cultivo bacterioldgico.

Cultivo

Xpert —————— - Totdl
Positivo Negativo

Xpert-positivo 403 (Xpert VP) 81 (Xpert FP) 484

Xpert-negativo 1 (Xpert FN) 1107 (Xpert VN) 1108

Total 404 1188 1592

Se observd la presencia de 1 resultado de Xpert
considerado como FN; esto puede explicarse debido a
que la sensibilidad del método puede verse afectada por
contaminaciones, inadecuado procesamiento o la
presencia de inhibidores de la reaccion de amplificacion.
Por ofra parte, se observa que existen 81 muestras de
Xpert consideradas como FP, ya que el cultivo fue
negativo y el Xpert las reporta como positivas, en este
caso se debe tomar en consideracién que el sistema
GeneXpert al emplear el principio de amplificacion de
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dcidos nucleicos posee una mayor sensibilidad en
comparacion con la baciloscopia y el cultivo, por lo que
estos valores podrian asumirse como VP y sumarlos a esta
categoria. Por ofra parte, el resultado FN obtenido
pudiera corresponder a un FN de baciloscopia y cultivo.

En base a estas consideraciones se ajustan los datos y
se presentan en la Tabla 46, donde se compara el
desempeno de cultivo bacterioldgico en comparacion
con GeneXpert MTB/RIF teniendo que la concordancia
entre los resultados del cultivo y GeneXpert determina que
existen 403 Culfivos VP, y 1107 cultivos VN, mientfras que las
discordancias corresponden a 1 Cultivo FP y 81 Cultivos
FN. Con esta consideracién se realiza el cdlculo de la
sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y sus limites de
confianza, ufilizando un IC de 95% para el cultivo en
relacion con el GeneXpert como se resume a
continuacién: sensibilidad 83,3% (79,8-86,7; IC 95%),
especificidad 99,9% (99,7-100; IC 95%); VPP: 99,8% (99.1-
100; IC 95%); VPN: 93,2% (91,7-94,7;1C 95%).

Tabla 6. Desempeno de cultivo bacterioldgico en
comparaciéon con GeneXpert MTB/RIF.

Xpert

Cultivo P . Total
Positivo Negativo

Positivo 403 (Cultivo VP) 1 (Cultivo FP) 404

Negativo 81 (Cultivo FN) 1107 (Cultivo VN) 1188

Total 484 1108 1592

Deteccidén de resistencia a rifampicina. Los cartuchos
del sistema GeneXpert realizan, ademds del diagndstico
de Mycobacterium tuberculosis, la deteccién de
resistencia a rifampicina; esta prueba se efectla
Unicamente a las muestras que dieron positivo en la
prueba que indica presencia de Mycobacterium
tuberculosis. El andlisis comparativo de Xpert RIF se lo
realizd frente al método convencional de PSD en medio
sélido, el cual fue previamente evaluado por el MSRL,
dando resultados de 100% de sensibilidad y especificidad,
por lo cual se lo considerd como “gold standard” para el
protocolo aplicado; en la Tabla 7 se resumen los datos. Se
observa que existen dos grupos concordantes: 53
verdadero resistente y 214 verdadero sensible; de igual
forma las discordancias muestran 5 falsos sensibles y 10
falsos resistentes. En base a estos datos se determina el
desempeno de la prueba en deteccidon de resistencia
obteniendo los siguientes resultados: sensibilidad 91,4%
(83,3-99.5; IC 95%); especificidad 95,5% (92,6-98.,5; IC 95%);
VPP 84,1% (74,3-93,9; IC 95%); VPN 97,7% (95.5-99.9; IC
95%).

Tabla 7. Desemperio del GeneXpert MTB/RIF en comparacién
con PSD convencional.

Pruebas de susceptibilidad a las

XPERT RIF drogas, método convencional Total
Resistente Sensible
Detectado 53 (VR) 10 (FR) 63
No detectado 5 (FS) 214 (VS) 219
Total 58 224 282
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Discusion

Mediante la evaluacidon de la  apariencia
macroscoépica de las muestras respiratorias (esputo) se
puede obtener una optimizacién del desempeno de las
pruebas de diagnéstico de tuberculosis, dado que de
acuerdo a lo observado, las muestras en las cuales se
obtuvo un mejor rendimiento fueron aquellas
mucopurulentas, seguido de las mucosas, garantizando
asi el resultado en las pruebas con menor sensibilidad,
corroborando la existencia de correlacion entre los
resultados del cultivo y la baciloscopia (1), Para cumplir
este propdsito es importante que el personal de salud
tome en cuenta ciertas consideraciones y normativas
respecto a la recoleccién de las muestras como el
momento de la toma, nimero de muestras, calidad de la
muestra, tipo de muestra, fransporte y conservacion,
capacitacion al paciente para la recoleccion de
muestras (1),

Teniendo en cuenta el objetivo de la OMS referente a
la sensibilidad y especificidad de la baciloscopia del 85%
y 95% correspondientemente, asi como los numerosos
datos publicados por otros grupos, el desempeno de la
baciloscopia en el presente estudio fue 6ptimo. Por lo
tanto, los resultados de la baciloscopia pueden ser
utilizados como indicadores legitimos de la deteccién de
la tuberculosis ),

De acuerdo a la evaluacion del desempeno del
GeneXpert MTB/RIF frente a baciloscopia y cultivo se
determind que el método GeneXpert MTB/RIF presenta
una alta sensibilidad; al realizar el andlisis de discrepancias
en lo cual se considera que el GeneXpert MTB/RIF por ser
un método de secuenciacién de ADN posee mayor
sensibilidad, en tal razén el desempeno del sistema Xpert
MTB/RIF en la prueba de deteccién de Mycobacterium
tuberculosis, asi como de resistencia a rifampicina dio
resultados satisfactorios (69, Considerando ademds el
estudio realizado por Nava Paz, y col., “Evaluacion de la
baciloscopia, cultivo y reaccidén en cadena de la
polimerasa para el diagndstico de tuberculosis pulmonar”
12), y dado que el sistema GeneXpert se basa en la
aplicacion de la técnica por PCR, existe concordancia en
la alta sensibilidad que esta técnica le confiere al método
analizado; esta capacidad puede aprovecharse para
implementar el sistema Xpert MTB-RIF en los algoritmos de
diagndstico en pacientes de grupos de alto riesgo @), y
permitird ademds establecer sistemas de vigilancia
epidemioldgica 13), brindando una oportunidad valiosa
en el diagndstico especifico y seguimiento del
Mycobacterium tuberculosis en poblaciones con baja
incidencia de la enfermedad (14),

Las discrepancias pueden explicarse por diversas
razones; un resultado falso negativo puede ser verdadero
negativo debido a que se trata de una infeccién por
micobacterias diferentes de tuberculosis. Un resultado
falso negafivo puede deberse a la presencia de
inhibidores de la reacciéon en la muestra. Los resultados
positivos de baciloscopia pueden ser falsos positivos,
debido a la sensibiidad del método, ademds que
requiere un adecuado manejo de la técnica de
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coloracién; por otfro lado, se debe tomar en cuenta que
la eficiencia del método puede estar ligada a la
prevalencia de la enfermedad; por ofro lado, existen
micobacterias no fuberculosas que pueden ser
confundidas microscépicamente, debido a que la
especificidad del método microscdpico no permite esta
diferenciacién. Las discrepancias en la deteccidén de
resistencia a rifampicina determinan que puede haber
mutaciones no visibles o silenciosas, que podrian ser
clinicamente relevantes, las cuales pueden ser
detectadas por secuenciacioén (14),

Considerando que el método de PSD convencional
que se efectla en el Laboratorio Nacional de Tuberculosis
del INSPI fue evaluado previamente por el MSRL y se
determind una sensibilidad y especificidad del 100%, la
sensibilidad y especificidad que presenta el GeneXpert
MTB/RIF  es menor, y esto se puede explicar por las
limitaciones del método de PCR debido a que
aproximadamente el 95% de las mutaciones en el gen
rooB se encuentran dentro de la regidn polimdrfica
hipercorta, mientras que el 5% de mutaciones se
encuentran fuera de esta regién, por lo cual pasan
desapercibidas en el andlisis dando resultados falsos
sensibles; por ofro lado existen mutaciones que son
detectadas dentro de esta regién, sin embargo son
silenciosas lo cual conduce a resultados de falsas
resistencias. Pese a esto el desempeno de la prueba en los
laboratorios analizados es muy bueno de acuerdo a las
consideraciones expuestas (18, Debe considerarse
ademds que de acuerdo a estudios similares en
poblaciones con baja incidencia de tuberculosis y de
resistencia a drogas establecen que la detecciéon de las
resistencias estd ligada a las tasas de prevalencia (14,

Existen limitaciones del sistema GeneXpert, ya que no
se encuentran disenados para su uso en laboratorios
periféricos, debido a que no se tiene suficiente evidencia
para evaluar su desempeno con diferentes fipos de
muestras (1617, sin  embargo dados los resultados
obtenidos en el estudio realizado, asi como en similares, es
importante considerar la inclusién de esta metodologia
como parte de los algoritmos de diagndstico que
permitird una optimizacion de los recursos, al obtener un
diagndstico temprano, e inicio de tratamiento para
Tuberculosis sensible asi como los casos mds comunes de
Tuberculosis resistente a las drogas (18],

En conclusiéon, el rendimiento del sistema GeneXpert
MTB/RIF demostrd la validez de las dos pruebas
comparativamente con los métodos convencionales de
diagndstico al presentar porcentajes de sensibilidad vy
especificidad mayores al 90%, calculados utilizando un IC
del 95% , en tal razén el método se considera como una
prueba rdpida fiable que deberia ser incluido en los
algoritmos de diagndéstico de muestras respiratorias, cuya
aplicacion en lugares con alta incidencia de la
enfermedad podria disminuir los tiempos de espera de
diagndstico e ingreso a tratamiento, con lo cual se tendria
menos dias de infectividad vy disminucion de la
probabilidad de progresidn de la enfermedad (18),
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