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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa con alta mortalidad
en el mundo, y por ello se considera un problema de salud pdblica. La
dificultad para su diagnéstico, sobre todo en paises de bajos y medianos
ingresos, limita su erradicacién. El Xpert MTB/RIE, que es una prueba
molecular, provee un diagnéstico rédpido e informa sobre la presencia de
cepas resistentes a la rifampicina, lo que permite iniciar un tratamiento
oportuno y eficaz. Sin embargo, tiene problemas para el diagnéstico de
casos paucibacilares y se han reportado falsos positivos en cuanto a la
resistencia a rifampicina y en pacientes con antecedente de TB. Por esto,
ha aparecido el Xpert MTB/RIF Ultra, que ha mostrado mejor sensibilidad
para el diagnéstico de la TB, sobre todo en casos paucibacilares, y
disminucién de falsos positivos para resistencia a rifampicina, siendo la
prueba molecular mas recomendada por la Organizacién Mundial de la
Salud. Teniendo en cuenta lo anterior, se espera que mejore el diagndstico
de la enfermedad y que dé la oportunidad de iniciar el tratamiento
de forma oportuna. Con una revisién de la literatura se buscaron los
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Tuberculosis (TB) is and infectious disease with a high
mortality and is a great challenge for public health
worldwide. Among the problems for its eradication,
diagnosis represents a major challenge, particularly in low-
and middle-income countries. The Xpert MTB/RIF is
an automated molecular test; it yields a rapid diagnosis
and screens for the presence of rifampin resistance,
permitting an early and efficient treatment. However,
it has a low sensitivity in patients with paucibacillary
disease, and false positives for rifampin resistance and TB
in patients with past medical history of TB have been
reported. This is the reason why Xpert MTB/RIF Ultra
was developed, which has an improved sensitivity for the
diagnosis of tuberculosis, especially in paucibacillary cases,
and a decrease in false positives for rifampicin resistance;
nowadays it is the most recommended molecular test
by the World Health Ornanization (WHO), hoping to
reduce the time to diagnosis and treatment. This review
article analyzes the challenges of improving the diagnosis of
tuberculosis, the characteristics and performance of Xpert
MTB/RIF and Xpert MTB/RIF Ultra for pulmonary and
extrapulmonary forms and for the detection of rifampicin
resistance.

Keywords
tuberculosis;  tuberculosis, pulmonary; molecular diagnostic
techniques; rifampin.

Introduccién

La tuberculosis (TB), causada por el
Mycobacterium tuberculosis (MTB), es la principal
causa de muerte mundial en adultos por un
agente infeccioso y, desde hace varias décadas,
es considerada un problema de salud global (1).
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estimé un ndmero aproximado de 10 millones
de enfermos de TB en 2018 (una tasa de
incidencia de 132/100.000); sin embargo, solo
se diagnosticaron y notificaron aproximadamente
7,3 millones de casos ese afio. De estos, el 3,5
% se concentraba en la regién de las Américas.
Colombia notificé ese afio 13.140 casos (una
tasa de incidencia de 26/100.000). La brecha
entre el nimero de casos esperados y el de
los casos notificados alerta sobre la posibilidad
de subdiagnéstico y subregistro de los casos
detectados (2).

Dada la gran importancia que tiene la TB
como un problema de salud publica, en 2014 se
desarroll6 e implementd la Estrategia para el Fin
de la Tuberculosis, cuyos objetivos son reducir
la tasa de mortalidad en un 95 %, reducir los

nuevos casos en un 90 % entre 2015 y 2035 y
garantizar que ninguna familia enfrente costos
catastroficos debidos a la TB. En las Américas se
pretende disminuir la mortalidad anual de 25.100
(en 2015) a 2500 (en 2030) y la incidencia de
27,3/100.000 (en 2015) a 5,5/100.000 (en 2030)
3,4).

Objetivo

El objetivo de esta revisién fue evaluar la prueba
molecular de reaccién de la polimerasa en cadena
(PCR, por sus siglas en inglés) Xpert MTB/RIF
Ultra y conocer las diferencias respecto a su
predecesora, en lo referente a la técnica y el
rendimiento en la préctica clinica.

Metodologia

Como estrategia de bisqueda se revisaron las
bases de datos electrénicas Medline (Pubmed)
y LILACS, para identificar la informacion.
Se incluyeron revisiones sistemdticas, ensayos
clinicos aleatorizados y estudios observacionales
desde 1980 hasta diciembre de 2019, asi como
los datos epidemiolégicos de la OMS, con los
términos: tuberculosis AND ultra OR Xpert.

Discusion

{Qué ha mejorado en el diagndstico de la
tuberculosis?

Ademis del subregistro de la enfermedad
relacionado con la limitaciéon al acceso a
los servicios de salud, hay que destacar el
subdiagnoéstico que, en parte, se debe al
rendimiento o a las dificultades técnicas de las
pruebas disponibles. Por ejemplo, la baciloscopia
de esputo por tincién de Ziehl-Neelsen, el primer
examen usado para el diagndstico, es un método
de bajo costo y complejidad y estd disponible
en la mayorifa de los laboratorios clinicos; pero
su sensibilidad es de alrededor del 60 %, la cual
mejora cuando se toman muestras seriadas, con
un incremento del 10 % con la segunda muestra
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y del 2% con la tercera. Se necesita una carga
bacilar alta, al menos 10. microrganismos/ml en la
muestra de esputo para que el bacilo se pueda ver
en la microscopia; por esto en las presentaciones
paucibacilares, por ejemplo, en coinfeccién con
VIH y en nifios o enfermedad no cavitada, la
baciloscopia tiene un bajo rendimiento con una
sensibilidad de entre el 50 % y el 60 % (5,6). Otra
limitante es que la tincién de Ziehl-Neelsen no
puede diferenciar entre MTB y otras especies de
Mycobacterium (7).

El cultivo, considerado el patrén de referencia
(gold standard) para el diagnéstico, tiene un
limite de deteccién (LOD, por sus siglas en
inglés) de 1 a 10 unidades formadoras de
colonias (UFC) (8). Se hace en medio de cultivo
s6lido o liquido, pero se necesitan de 3 a 8
semanas y de 10 a 20 dfas para positivizarse,
respectivamente (6). Adem4s, es importante
tener presente que su rendimiento es variable
cuando se cultivan muestras extrapulmonares
que requieren un proceso de descontaminacién
que afecta la viabilidad del bacilo. La sensibilidad
depende del tipo de tejido, por ejemplo, en
ganglio linfatico, liquido cefalorraquideo y hueso
puede ser menor al 50 % (7).

Las pruebas basadas en el método de
amplificacién de 4cidos nucleicos emergieron
como una alternativa para el diagndstico de las
enfermedades infecciosas, porque disminuyeron
las limitaciones de las pruebas microbiolégicas.
La PCR es una de las mds conocidas vy
utilizadas en el mundo. Es un proceso quimico
in vitro, mediado por una enzima termoestable,
la  ADN-polimerasa, la cual, en presencia
de oligonucleétidos iniciadores, alineados en
el lado 3’ de la secuencia de neucledtidos
que se quiere amplificar, duplica de forma
complementaria los nucleétidos del ADN diana
presente en la muestra que se analiza (9,10).
Durante la amplificacion hay tres etapas.
La primera es la desnaturalizcion del ADN
diana por calentamiento hasta 959C durante
20 a 30 s, con lo cual se separan las
hebras de la doble cadena de ADN que
actuardn como plantillas o moldes. Después
viene una etapa de enfriamiento alrededor de
50 a 60°C durante un tiempo aproximado
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de 2 min. En esta etapa los iniciadores
se alinean al extremo 3’ del ADN molde.
Finalmente, la polimerasa comienza su accién
catalitica agregando las bases nitrogenadas a su
respectiva base complementaria haciendo una
copia completa del molde. Este paso se hace
a una temperatura de aproximadamente 72 2C
durante 3 min. Este es un proceso ciclico que
se lleva a cabo en un aparato termociclador que
asegura las temperaturas y tiempos de manera
precisa, el niimero de copias es exponencial y estd
determinado por el ntimero de ciclos, lograndose
un billén de copias con 30 ciclos (9,11,12).

El ndmero de ciclos necesarios para
que la curva de amplificacién aumente
exponencialmente se conoce como umbral de
ciclado (C., por sus siglas en inglés). Esta técnica
esta disponible comercialmente, pero también el
proceso lo puede estandarizar cada laboratorio
de forma propia o “casera”, cuyo proceso tiene
cuatro pasos (sujetos a modificaciones segin el
laboratorio y los materiales utilizados): lisis o
extraccién de ADN, seleccién de la secuencia
especifica que se quiere amplificar, eleccién del
método de amplificacién y método de deteccién
del producto amplificado. Las pruebas caseras
se han utilizado y validado en paises en via
de desarrollo, donde el acceso a las pruebas
comerciales es dificil, por el costo o por la
disponibilidad. La sensibilidad global, incluidas
todas las muestras, esti entre el 83,5% vy
el 87,2%; sin embargo, disminuye cuando la
baciloscopia es negativa y oscila entre el 62 % y
el 72,8 % (11,13,14).

En un metandlisis que incluyé 84 estudios,
Flores et al. (15) encontraron una sensibilidad
para detectar MTB en muestras de esputo entre
el 9% y el 100% y una especificidad de entre
el 5% y el 100 %, con una heterogeneidad muy
alta que no permite estimar la precisién clinica
atil. También hallaron que el uso de la secuencia
IS6110 y el método de PCR anidada mejoraban
la precision diagndstica.

Otro estudio donde se evalu6 el rendimiento
de las PCR caseras mostré que son una
opcién costo-efectiva para tamizar casos con
sospecha de TB, especialmente en poblaciones
con recursos limitados y alta prevalencia de la
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enfermedad. No obstante, hubo falsos negativos
en cuatro casos de muestras paucibacilares con
baciloscopia negativa. En India, un trabajo
evalué la sensibilidad y especificidad de la PCR
con la amplificacién de diferentes secuencias del
bacilo y obtuvo sensibilidades del 83 %, del 86
%, del 90 % y del 95 % amplificando secuencias
para los genes mPB64, rpoB, devR y sdaA,
respectivamente. La especificidad fue del 95 %,
del 88 %, del 96 % y del 96 %, respectivamente
(16).

En general, las pruebas moleculares tipo
PCR requieren condiciones operativas que no
comprometan su rendimiento, el tipo y cantidad
de la muestra procesada, el tamafio de la
secuencia de ADN diana, la eleccién de los
iniciadores y la experticia del personal que corre
la prueba (17). Las pruebas de PCR han logrado
una mayor deteccién, que se traduce en una
mejoria de la sensibilidad, aunque esta disminuye
en muestras con baciloscopia negativa o en
muestras extrapulmonares.

Respecto a los casos multidrogorresistentes y
resistentes a rifampicina, en 2018 se estimé que
en el mundo se deberfan notificar 484.000 casos,
de los cuales solo se registraron 186.772 (39
%) e iniciaron tratamiento de segunda linea
156.071 pacientes (2). En las Américas, el
estimado en 2018 fue de 11.000 casos de TB
multidrogorresistentes y resistentes a rifampicina;
pero solo se notificaron 4791 (43 %) e iniciaron
tratamiento de segunda linea 4229 enfermos (88
%). Las pruebas de sensibilidad a medicamentos
se hicieron solo en el 34 % de los casos. Hubo
también 150 de TB extensamente resistente en
su mayorfa procedentes de Perd (n = 98) y de
Brasil (n = 26) (3). La OMS estim6 en 2018 para
Colombia que se presentarfan 580 casos de TB
multidrogorresistentes y resistentes a rifampicina;
pero se diagnosticaron solo 205 (35 %), tuvieron
tratamiento de segunda linea 193 (94 %) vy
las pruebas de sensibilidad a medicamentos de
segunda linea se hicieron solo para el 33 %. En
2018 Colombia notific6 un solo caso de TB
extensamente resistente (13).

A pesar de la implementacién de estrategias
para la eliminacién de la TB, atin estamos lejos
de esta meta; por ejemplo, en las Américas,

solamente 15 paises tienen baja incidencia
(<10 casos/100.000 habitantes) y ningin
pais entra en la categorfa de preeliminacién
(<1 caso/100.000) o de eliminaciéon (<0,1
caso0s/100.000)  (3). Colombia tuvo una
incidencia de casos notificados de 26/100.000 en
2018 (18).

Para erradicar este problema de salud
ptablica, es necesario mejorar el diagndstico
y el tratamiento, la vigilancia epidemiolégica
y la investigacion e implementacién de
nuevas herramientas, por lo que una de las
recomendaciones para acelerar el avance hacia
el fin de la TB en las Américas incluye mejorar
o apresurar la implementacién y expansién del
diagnéstico temprano con las nuevas pruebas
rapidas moleculares (3), de las cuales hacen parte
el Xpert MTB/RIF y el Xpert MTB/RIF Ultra,
ambas recomendadas por la OMS (2).

Xpert MTB/RIF

El Xpert MTB/RIF es una PCR automatizada, en
tiempo real (amplificacién y deteccién al mismo
tiempo) que utiliza la plataforma tecnoldgica
GeneXpert (Cepheid, Sunnyvale, CA, United
States) y detecta en un solo paso el complejo
M. tuberculosis y la resistencia a la rifampicina
en un tiempo promedio de 2 h con minima
intervencion de operarios. A diferencia de las
pruebas convencionales de amplificacion de
dcidos nucleicos, el Xpert MTB/RIF cuenta con
una unidad cerrada o cartucho dentro del que
se integran el procesamiento de la muestra, la
amplificacién y la deteccién (19).

Inicialmente, la muestra se mezcla con un
reactivo bactericida de la prueba comercial y se
deja en reposo a temperatura ambiente durante
15 min. Este es el Gnico paso manual con la
muestra; luego se transfieren 2 ml de la mezcla
dentro del cartucho para ejecutar los pasos
restantes de la prueba, los cuales son totalmente
automatizados. El reactivo utilizado tiene efecto
bactericida que inactiva el MBT vy elimina el
riesgo de contagio durante el proceso (20,21).

El principal mecanismo de resistencia
antimicrobiano del MTB es la mutacién de
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genes que codifican dianas para la unién de
los farmacos anti-TB o de enzimas activadoras
de medicamentos prodroga, principalmente en
forma de polimorfismos en un nucleétido e
inserciones y deleciones. El medicamento mis
frecuentemente afectado por mutaciones es la
rifampicina, la cual se une a la subunidad beta
de la ARN polimerasa, inhibiendo la elongacién
del ARN mensajero y bloqueando la sintesis de
proteinas del MBT. La resistencia a rifampicina
estd mediada por mutaciones agrupadas en
los codones 507 al 533 del gen que codifica
la subunidad beta de la ARN polimerasa, el
gen rpoB (22). Las mutaciones més frecuentes
son Ser531Leu, His526Tyr y Asp516Val (23).
El conocimiento de estas mutaciones permite
disefiar pruebas moleculares basadas en la
amplificacién de la secuencia nativa que sufre la
mutacién, de tal forma que si no amplifica con
la sonda complementaria se identifica el defecto
(24).

Para la deteccion de la resistencia a la
rifampicina se utiliza la tecnologia de sondas
moleculares emisoras de sefales luminosas
(molecular beacon technology). Una sonda de
estas estd formada por un segmento de ADN
de una sola hebra, dispuesto en forma de asa,
que contiene la secuencia complementaria de la
diana de interés (gen rpoB nativo), un elemento
espaciador, un fluoréforo que emite la sefal
luminosa y un supresor del fluoréforo. Cuando
la sonda encuentra su secuencia complementaria
en la muestra, se hibrida, el asa se desenvuelve y
alarga de tal forma que el fotéforo y el supresor
se separa, emitiéndose una sefial fluorescente.
El gen rpoB nativo determina la susceptibilidad
del MBT a la rifampicina y sus mutaciones
implican resistencia al formaco. La prueba utiliza
5 sondas luminosas con secuencias diferentes que
conforman el gen nativo; si una de estas sondas
no se une a su secuencia complementaria del gen
nativo o lo hace tardfamente, con una diferencia
enel C. (delta-C.) mayor de 4 ciclos, con relacién
a las otras sondas, significa que hay mutacién
en esa secuencia explorada por la sonda y una
potencial resistencia a la rifampicina (19,21).

La plataforma GeneXpert es un sistema
lanzado en 2004 que simplific6 las pruebas
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moleculares, al integrar la amplificacién y la
deteccién del material genético. En términos
generales, consta de un médulo termociclador
donde se surten todos los procesos con
el cartucho que contiene la muestra, un
computador con software precargado, un escéaner
de cédigo de barras y un laser detector del color/
fluorescencia. El desarrollo del Xpert MTB/RIF
para esta plataforma se completé en 2009 y
actualmente se considera un hito en la lucha
contra la TB porque, dada su portabilidad, ha
permitido hacer pruebas fuera de los laboratorios
clinicos especializados (25). La prueba tiene un
LOD en esputo de 131 UFC (26).

El resultado de Ia prueba puede ser
categorizado en MTB no detectado; MTB
detectado con resistencia a la rifampicina;
MTRB detectado, sin resistencia a la rifampicina;
MTB detectado con resistencia a la rifampicina
indeterminada, y resultado invélido (19).

Es la prueba diagnéstica rdpida m4s utilizada
globalmente y avalada por la OMS. Entre 2010,
cuando la OMS recomenddé su uso, y 2017,
el sector publico ha aportado 9449 equipos
GeneXpert y 34,4 millones de cartuchos a 130 de
los 145 paises elegibles para la concesion (2).

En las Américas se ha venido expandiendo la
infraestructura necesaria: se pasé de 11 equipos
en 2011 a mas de 400 en 2017; sin embargo,
solo el 13 % de los casos diagnosticados ese afio
se hicieron por este método. En Colombia, se
calcula que hay 2 a 4 equipos de GeneXpert por
cada 100 casos de TB notificados (3).

Pereira et al. (27) hicieron un estudio para
evaluar el impacto del Xpert MTB/RIF en el
diagnéstico de la TB en una ciudad con alta
prevalencia en Brasil. Encontraron que el tiempo
hasta el diagnéstico fue mas corto: 0,7 dias con
Xpert MTB/RIF versus 2 dias sin uso de Xpert
MTB/RIF; p < 0,0001.

En un trabajo de Pinto et al. (28), llevado
a cabo en Brasil, en el que se estimé la
costoefectividad del uso de Xpert como sustituto
de dos baciloscopias en el diagnéstico de TB
sensible, se concluyé que en paises con baja
prevalencia de TB se podria esperar un beneficio
econdémico, siempre y cuando la preocupacién
por los falsos negativos fuera realmente baja. Con
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lo anterior se podrian disminuir los tratamientos
anti-TB iniciados empiricamente.

Calligaro et al. (29), en un estudio aleatorizado
multicéntrico, evaluaron el rendimiento de
Xpert MTB/RIF versus una aproximacién de
diagnéstico estandar (baciloscopia y cultivo de
esputo) en programas de btsqueda intensiva
en una poblacién con alta prevalencia de
coinfeccion de TB y VIH. Los autores
encontraron que el uso del Xpert MTB/RIF
se asoci®d con un inicio mds temprano del
tratamiento, con una reduccién del tiempo de
inicio del 50% a 60 dfas. Lawn et al. (30)
hallaron que el uso del Xpert MTB/RIE en
pacientes con infeccién por VIH en programas
de tamizacién intensiva, se relacioné con un
aumento en la deteccién de casos de TB en un
45 % al compararse con la baciloscopia, aunque
con un desempefio subdptimo, en cuanto a
la deteccién de resistencia a rifampicina. Cox
et al. (31), en Sudéfrica, detectaron beneficios
similares cuando se utilizé la prueba en pacientes
con VIH en clinicas de atencién primaria, lo que
permite un inicio m4s temprano del tratamiento
en comparacion con el uso de la baciloscopia.

Dentro de las limitaciones de esta prueba se
encuentran el bajo rendimiento en las muestras
extrapulmonares paucibacilares y pulmonares
con baciloscopia negativa, con una sensibilidad
de alrededor el 67 % (32). Los falsos positivos
en pacientes con antecedente de TB tratada es
otra limitante; por ejemplo, en el estudio de
Theron et al. (33), 16 de 229 (7 %) muestras
de pacientes diagnosticados con Xpert MTB/
RIF y tratados exitosamente tuvieron positividad
en la prueba atribuida a la presencia de bacilos
muertos en la muestra. Se ha estimado que el
Xpert MTB/RIF tiene un 17 % de falsos positivos
y cerca de un 2% de falsos negativos (34).
Boehme et al. (20) evaluaron el desempefio
de las pruebas moleculares en el diagndstico
de TB y demostraron que en una cohorte la
sensibilidad del Xpert MTB/RIF fue del 97
% y del 99 % cuando se tenia el cultivo y
la baciloscopia positivos, respectivamente; pero
disminuyé cuando la baciloscopia fue negativa y
el cultivo fue positivo. La sensibilidad del Xpert

MTB/RIF en 3 muestras seriadas fue del 72 %, del
85 % y del 90 %, respectivamente.

Respecto a la deteccién de la resistencia a
la rifampicina, se han descrito resultados falsos
positivos en muestras mezcladas y en muestras
paucibacilares, debido a retrasos en la generacién
de la sefial en tiempo real de algunas de las sondas
que utiliza la prueba. La prueba también resulta
positiva cuando detecta la mutacién silente,
no funcional rpob F514E Algunos estudios
han mostrado una capacidad disminuida para
detectar la mutacién rpoB C533G, responsable de
algunos casos de resistencia a rifampicina (32).
Pandey et al. (35) documentaron una sensibilidad
del 98,6 %, un valor predictivo negativo del 93,8
% y una especificidad y un valor predictivo
positivo del 100% para el Xpert MTB/RIF
cuando se evalué la deteccién de resistencia
a rifampicina en comparacién con los métodos
de susceptibilidad estdndar. Para resolver estas
limitaciones, se desarrollé el Xpert MTB/RIF
Ultra (tabla 1).

Tabla 1
Comparacion entre las caracteristicas del Xpert
MTBRIF y el Xpert MTBRIF Ultra

Caracteristicas Xpert MTB/RIF (16) | Xpert MTB/RIF Ultra (26,30) |
Capacidad de la cdmara para la 25 50
muestra (pL)
Obijetivo de la PCR Gen rpoB 1S6110, IS1081, Gen rpoB
(o Semianidada Anidada .
Caracteristicas de la PCR RR: sondas de Beacon RR: temperatura de fusion,
Sondas de Beacon
Duraci6n de la prueba (min) 120 60-90
Catsgorias semicuantitativas gl_to, medio, bajo, muy | Alte, medio, bajo, muy bajo,
ajo trazas

Nota:referencia bibliogrifica entre paréntesis.
BKbaciloscopia
RRresistencia a la rifampicina.

Xpert MTB/RIF Ultra

Es una prueba que utiliza la misma plataforma
tecnoldgica de GeneXpert que su predecesor
Xpert MTB/RIE Consiste en una PCR anidada,
que es una modificacién de la PCR convencional,
que amplifica las secuencias del ADN en
dos rondas con dos pares de iniciadores. En
una primera fase, se hace una PCR con dos
iniciadores externos que amplifica una regién
extensa del ADN que contiene la secuencia
diana; luego, en una segunda fase, este producto
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de amplificacién sirve de molde para una segunda
PCR con dos iniciadores internos que amplifican
una regién interna méas pequefia. Teniendo en
cuenta lo anterior, la longitud del producto
de amplificacién de la segunda PCR seri de
menor tamafio que la de la primera; esta
forma de amplificacién mejora la sensibilidad y
especificidad del examen (36).

Incorpora dos secuencias de insercién como
objetivos multicopia de amplificacién (IS6110
e IS1081). Ademss, tiene termociclados mis
rapidos, mejoras en la polimerasa empleada y
una camara de reaccién del ADN que permite
mayor volumen (50 uL vs. 25 ul), lo que
permite que se analice una mayor cantidad de
material genético (37). Con todo lo anterior, se
logré disminuir el LOD a 15,6 UFC, 8 veces
menor que el de Xpert MTB/RIE, con resultados
negativos reportados en aproximadamente 60
min y reportes de resistencia en cerca de 90 min
(26).

Para mejorar la precisién en la deteccion de
la resistencia a rifampicina, el Xpert MTB/RIF
Ultra no utiliza el criterio de delta CT para
definir resistencia a la rifampicina, sino que utiliza
el andlisis basado en el delta de temperatura
de fusion (mT, de melting temperature). La
mT es la temperatura a la que se hibridan
o se pegan los nucledtidos de la sonda al
ADN complementario de la muestra. Para
esto, el Xpert MTB/RIF Ultra usa 4 sondas
moleculares emisoras de luz, mas largas que
las usadas en Xpert-MTB/RIE de 40 o mas
nucleétidos (SMB, de sloppy molecular beacon)
para identificar las mutaciones en la RRDR del
gen tpoB, las cuales tienen diferentes mT con
el ADN nativo; ello permite que el software
las identifique. Estas sondas identifican Ias
mutaciones fenotipicamente silentes (Q513Q y
F514F), hecho que permite que su identificacién
no dé un resultado falso positivo, una de
las limitaciones que tiene Xpert MTB/RIF
(32,37,38).

La deteccion del complejo M. tuberculosis se
define como el hallazgo de uno o ambos objetivos
multicopia con un CT menor a 37 ciclos y al
menos 2 de las sondas del rpoB con un CT menor

a 40 ciclos (32).
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El Xpert MTB/RIF Ultra utiliza las mismas
categorias semicuantitativas del Xpert MTB/RIF
y agrega la categorfa trazas, que corresponde
a la menor carga genética bacilar detectable
por la prueba y que se incluyé para mejorar
su sensibilidad. Esta nueva categoria se reporta
cuando se encuentra uno o ambos objetivos
multicopia y no mds de una de las sondas
que tienen como objetivo el rpoB. Respecto a
su interpretacién, la OMS recomienda tomarlo
como verdadero positivo en pacientes con
infeccion por VIH, en nifios y en muestras
extrapulmonares; sin embargo, en el resto de
los casos, se debe analizar una nueva muestra
para tomar decisiones clinicas. Si el segundo
espécimen se informa como trazas, se deberi
interpretar como 1B pulmonar excepto si hay
antecedente reciente de la enfermedad (29).

En cuanto a la resistencia a rifampicina,
se considera ausente si se encuentra el bacilo
(excepto en la categoria trazas) y todas las
sondas del rpoB tienen mT identificables con los
patrones de la secuencia nativa del gen. Para un
resultado de resistencia detectable, se requiere la
identificacion del bacilo (IS6110, IS1081), con
las 4 sondas del rpoB identificables y, al menos,
una de ellas con un delta de mT indicativo de
mutacién. Si la PCR se reporta con la categoria
trazas, la resistencia siempre ser4 informada como
indeterminada. A todo paciente con bajo riesgo
de resistencia a la rifampicina con resultado
positivo para resistencia, el Xpert MTB/RIF Ultra
se debe repetir en una nueva muestra para
confirmar. Cuando hay resistencia a rifampicina,
es mandatorio hacer pruebas para explorar si hay
resistencia a otros fairmacos (32,37).

Sensibilidad vy especificidad de la prueba Xpert
MTB/RIF Ultra para tuberculosis pulmonar

Los analisis comparativos iniciales respecto al
LOD se hicieron mediante diluciones seriadas de
UFC cuantificadas en muestras de esputo con
la cepa H37Rv del MTB que tiene 16 copias
de la IS6110 y 5 copias de la IS1081. Para

esta cepa, el Xpert MTB/RIF y el Xpert MTB/
RIF Ultra detectaron la bacteria y la presencia



Dieco ANDRES RODRIGUEZ LuGo, LiNa PaoLa ViLLaMIL CASTANEDA, JaviEr [VAN Lasso APRAEZ, ET AL.

de la resistencia a rifampicina en el 100 % de
los casos con diluciones hasta de 200 UFC.
Cuando se bajaban las UFC, el Xpert MTB/
RIF tuvo una sensibilidad del 85 %, del 50 % y
del 10% para 100 UFC, 50 UFC y 25 UFC,
respectivamente, calculdindose un LOD de 112,6
UFC; mientras que en el caso del Xpert MTB/RIF
Ultra, la sensibilidad fue del 100 % cuando las
UFC eran mayores o iguales a 25, lo que permitié
extrapolar un LOD de 15,6 UFC. En muestras
con 2,5 UFC se report6 una sensibilidad del 48
% (32). Esto implica una mejorfa considerable de
la sensibilidad, teniendo en cuenta el LOD del
cultivo (8).

El Xpert MTB/RIF Ultra también demostrd
una mejoria en el LOD del Mycobacterium bovis
BCG que, en contraste con la cepa H37Ry, tiene
1 sola copia del IS6110 y 5 copias del IS1081.
Para este caso, el LOD con el Xpert MTB/RIF fue
de 344,1 UFC; entre tanto, el LOD con el Xpert
MTB/RIF Ultra fue de 143,4 UFC (32).

Dorman et al. (39) llevaron a cabo un estudio
multicéntrico en distintos escenarios geograficos
para comparar el rendimiento de ambas pruebas
en el diagnoéstico de TB pulmonar y en la
identificacion de la resistencia a la rifampicina.
Hallaron que el Xpert MTB/RIF Ultra no fue
inferior al Xpert MTB/RIF cuando se compararon
en todas las muestras con cultivo positivo,
incluso fue superior en muestras con baciloscopia
negativa, sensibilidad del 63 % vs. un 46 %
(39). No obstante, encontraron una caida de la
especificidad del 98 % al 96 %, lo cual se dio
en pacientes con antecedente de tuberculosis
en los 7 afios previos a la toma de la muestra,
y después de este tiempo no se observd la
diferencia. En un anélisis post hoc se evalud
el efecto sobre la especificidad al reclasificar
los resultados positivos de la subcategoria trazas
como resultados negativos, y ello evidencié un
aumento de la especificidad igual a la del Xpert
MTB/RIE

En virtud de estos resultados de sensibilidad
y especificidad, los efectos del Xpert MTB/RIF
Ultra respecto a los de Xpert MTB/RIF se
traducen en 25 pacientes m4s que se diagnostican
tempranamente, pero a expensas de 26 pacientes
més con resultados falsos positivos (40).

En una revisién sistematica de Cochrane se
documenté que el Xpert MTB/RIF Ultra tiene
una sensibilidad del 88 % y una especificidad del
96 %; mientras que Xpert MTB/RIF cuenta con
valores del 83 % y del 98 %, respectivamente.
Para pacientes con infeccién por VIH, en ese
mismo trabajo se describié que el Xpert MTB/
RIF tiene una sensibilidad del 81% vy una
especificidad del 98 % (34). Solo el trabajo de
Dorman et al. (39) ha reportado el rendimiento
del Xpert MTB/RIF Ultra en esta poblacién, con
sensibilidad del 90 %.

Finalmente, Zhang et al. (41), mediante una
revision sistemdtica y metanalisis, evaluaron
la precision del Xpert MTB/RIF Ultra vy
encontraron una sensibilidad del 87,2 %,
una especificidad del 96,5%, una razén de
verosimilitud positiva de 25,13, una razén
de verosimilitud negativa de 0,13 y un é4rea
bajo la curva de 0,98 para el diagnéstico
de TB pulmonar. Teniendo en cuenta estas
caracterfsticas, calcularon una probabilidad
postest para un resultado positivo del 89 % y del
4 % para un resultado negativo en escenarios con
baja sospecha (menor al 25 %) de TB. Respecto
a casos con alta sospecha (mayor al 75 %),
calcularon una probabilidad postest del 99 % para
un resultado positivo y del 28 % para un resultado
negativo.

Un estudio de modelamiento con tres
poblaciones hipotéticas (Sudafrica, China e
India), con diferentes prevalencias de la
enfermedad, estimé el impacto en el nimero
de tratamientos innecesarios generados, las
muertes evitadas por TB y el nimero de
terapias innecesarias por muerte evitada en un
escenario dentro del cual se remplazara el Xpert
MTB/RIF por el Xpert MTB/RIF Ultra. Para
los investigadores hubo diferentes resultados
dependiendo del escenario clinico: en contextos
con alta prevalencia de TB e infeccién por VIH,
es probable que el Xpert MTB/RIF Ultra ofrezca
un beneficio considerable en la mortalidad;
mientras que en lugares de baja prevalencia
es posible que se vea un sobretratamiento.
Con lo anterior, los autores concluyeron que la
implementacién del Xpert MTB/RIF Ultra debe

darse en contextos especificos, dandole prioridad
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a las poblaciones con una prevalencia alta de TB
42).

Mishra et al. (43), recientemente, publicaron
un estudio en el que evaluaron el desempefio del
Xpert MTB/RIF Ultra respecto al Xpert MTB/
RIF en una poblacién endémica de VIH en la que
la infeccién por TB previa es frecuente; esto en
dos cohortes de pacientes, en la primera adultos
con sospecha clinica de TB y en la segunda
pacientes con TB presuntiva y antecedente de
TB en los Gltimos dos afios. Los investigadores
encontraron que en este contexto de alta carga de
TB previa, el Xpert MTB/RIF Ultra generé mas
resultados invalidos y tuvo menor especificidad
respecto al Xpert MTB/RIE Ademsis, en los
pacientes con antecedente reciente de TB, una
cuarta parte de las muestras tuvo resultados
indeterminados para la resistencia a rifampicina
y el cultivo fue negativo. Ello sugiere que una
prueba adicional de resistencia podria no ser
exitosa.

Con los hallazgos de este estudio, Bonnet
(44) destaca que la pérdida de la especificidad
del Xpert MTB/RIF Ultra en los pacientes con
antecedente de TB tratada es una limitacién
aceptable para aumentar la deteccién temprana
de TB en pacientes con alto riesgo de desenlaces
adversos, como aquellos con infeccién por VIH.
Sin embargo, destaca es necesaria una mayor
evaluacién de las caracteristicas y desenlaces
en pacientes sintomdticos ya tratados para TB
que tienen resultado de trazas con el objetivo
de poder distinguir entre quienes requieren
estudios adicionales y quienes requieren inicio
de tratamiento inmediato. Hasta que se tenga
mayor claridad, la decisién individualizada de
tratar individuos con trazas segtin el antecedente
de TB, las comorbilidades y los resultados de una
segunda prueba (conducta recomendada cuando
se obtiene el resultado trazas) es un reto para
la implementacién Xpert MTB/RIF Ultra en los
escenarios con carga de TB, sobre todo cuando
se use como primera linea de diagndstico en
centros de salud no especializados. Finalmente,
resalta otra debilidad de la prueba, su incapacidad
para determinar la resistencia a la rifampicina
en muestras con el resultado trazas, lo que cual
serd un desafio para los clinicos en pacientes con
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antecedente de TB tratada, quienes tienen mayor
riesgo de cepas resistentes.

Rendimiento diagnéstico de la prueba Xpert MTB/
RIF Ultra en tuberculosis extrapulmonar

En 2018, la tuberculosis extrapulmonar
representd el 15% de los casos de TB a
nivel mundial. En nuestra regién aport6 el 15
% (2) vy, en el caso de Colombia, los casos
extrapulmonares en 2018 fueron el 18 % de todos
los casos nuevos y recaidas (18).

El diagnéstico de la TB extrapulmonar es
un gran reto diagnoéstico, debido a su curso
subclinico e inespecifico, a las bajas tasas de
pruebas bacterioldgicas positivas y a la dificultad
para obtener muestras patolégicas adecuadas. En
el estudio prospectivo realizado por Wu et al.
(45) se compar6 la capacidad diagnéstica del
Xpert MTB/RIF Ultra con la del Xpert MTB/
RIF y el cultivo. Encontré mejor sensibilidad del
Xpert MTB/RIF Ultra en muestras con cultivo
positivo (83,7 % vs. 67,4 %; p < 0,0001) y con
cultivo negativo (43,9 % vs. 24,84 %). Cuando
se evaluaron todos los especimenes, el Xpert
MTB/RIF Ultra mostré mejor sensibilidad que el
Xpert MTB/RIF y que el cultivo (52,5 % vs. 34
% vs. 21,5 %, respectivamente), con una mejor
drea bajo la curva para el diagnéstico de la TB
extrapulmonar (0,723 vs. 0,650 vs. 0,608). Como
limitaciones hay que tener en cuenta que la
mayoria de las muestras fueron liquido pleural y
biopsias por aguja fina.

Pérez-Risco et al. (46) evaluaron la efectividad
del Xpert MTB/RIF Ultra para la deteccién
directa del ADN del M. tuberculosis en muestras
extrapulmonares con baciloscopia negativa y
hallaron una sensibilidad del 75,9% vy una
especificidad del 100 %, mejores que con el Xpert
MTB/RIE Ademss, se destaca la mejorfa en la
sensibilidad para muestras de ganglio linfatico
(94,1 %: un incremento entre el 17,1 % y el 23,5
% respecto a informes previos con el Xpert MTB/
RIF) y para muestras de otros tejidos (86,6 %: un
incremento entre el 20 % y el 44,9 % respecto a
informes previos con el Xpert MTB/RIF) (46).
El metandlisis de Zhang et al. (41) encontrd
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una sensibilidad del 85,1 % y una especificidad
del 95,1 % para el Xpert MTB/RIF Ultra en TB
extrapulmonar (41).

Con respecto a la TB pleural, que es
el segundo sitio mas frecuente de infeccién
extrapulmonar después de la TB ganglionar, se
ha evaluado el Xpert MTB/RIF en muestras
pleurales, dada la dificultad existente para la
confirmacién bacteriolégica, y se ha encontrado
muy baja sensibilidad, 13,7% (47). Una
revision sistemdtica en Cochrane que evalud el
rendimiento del Xpert MTB/RIF en muestras
extrapulmonares documenté una sensibilidad
del 50,9 % y una especificidad del 99,2 % en
muestras pleurales (48).

Pérez-Risco et al. (46) reportaron una
sensibilidad del Xpert MTB/RIF Ultra en liquido
pleural del 43,7 %, que fue mejor que la del
cultivo (22,3 %) y que la del Xpert MTB/RIF
(20,4 %). Por su parte, Wang et al. (49) también
evaluaron el rendimiento del Xpert MTB/RIF
Ultra para el diagnéstico de la TB pleural y
tuvieron resultados similares, con sensibilidad del
44,23 % para el Xpert MTB/RIF Ultra, del 26,44
% para el cultivo, del 19,23 % para Xpert MTB/
RIF y del 1,44 % para la baciloscopia; valores
altos de adenosina deaminasa y bajos valores
de glucosa en el liquido pleural se asociaron
con un resultado positivo del Xpert MTB/RIF
Ultra. Ademas, reportaron una especificidad para
el Xpert MTB/RIF y el Xpert MTB/RIF Ultra
del 98,81 % y del 100% para el cultivo y la
baciloscopia positivos.

Con respecto a la biopsia pleural, Akhter et al.
(50) evaluaron el rendimiento del Xpert MTB/
RIF en el tejido. Asi pudieron documentar una
sensibilidad del 52,2 % contra un 41 % para el
cultivo de la pleura. Teniendo en cuenta los
resultados de los estudios en liquido pleural,
que mostraron mejor rendimiento del Xpert
MTB/RIF Ultra por encima del Xpert MTB/
RIE es posible que los estudios con el Xpert
MTB/RIF Ultra en tejido pleural evidencien un
rendimiento mayor que el Xpert MTB/RIF vy,
de esta forma, faciliten el diagnéstico de la TB
pleural.

Xpert MTB/RIF Ultra vy resistencia a rifampicina

La rifampicina es uno de los medicamentos
mas efectivos contra la tuberculosis, ya que
es activa contra bacilos metabdlicamente
activos y aquellos de metabolismo lento. La
monorresistencia a este antibidtico es infrecuente
y, por lo general, ocurre en conjuncién a otros
medicamentos, sobre todo a la isoniazida, lo que
hace que la resistencia a rifampicina sea un
marcador subrogado del fenotipo MDR (22).

En el estudio original de Chakravorty et al.
(32), el LOD de la resistencia a rifampicina fue
similar entre ambas pruebas, con 112,6 UFC
para el Xpert MTB/RIF y 105,4 UFC para el
Xpert MTB/RIF Ultra, pero a concentraciones
por debajo de este limite, el Ultra mostré mas
resultados positivos(32).

Asi mismo, se describié una tasa de falsos
positivos del 2,7% para el Xpert MTB/RIF y
del 0% para el Xpert MTB/RIF Ultra. Este
autor también evalué la capacidad de detectar
la heterorresistencia al probar mezclas de ADN
nativo y ADN con la mutacién rpoB S531L,
que es la mas comin de las mutaciones de la
RRDR. Una de las sondas SMB fue disefiada
especificamente para generar valores mas altos
de mT ante la presencia de esta mutacién. Con
esto se encontré que el Xpert MTB/RIF Ultra
tiene una capacidad para identificar la mutacién
cuando estd presente en menos del 10 % de la
muestra e incluso cuando la mutacién es del 5
%, situacién en la cual la prueba da un resultado
positivo para deteccién de resistencia (32).

Una revisién sistemdtica de Cochrane indicé
que el Xpert MTB/RIF tiene una sensibilidad
del 85 %, una especificidad del 98 %, una tasa
de falsos positivos del 16% vy una tasa de
falsos negativos del 0,4 % para la deteccién de
resistencia a la rifampicina; mientras que el Xpert
MTB/RIF Ultra tiene sensibilidad del 95 % y una
especificidad del 98 %, lo cual se ve reflejado en
un mejor abordaje diagnéstico (34).
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Conclusiones

Las pruebas moleculares han mejorado el
diagnéstico de la TB pulmonar, tal como se
ha visto con el Xpert MTB/RIF desde su
implementacién, que permite la confirmacién
e inicio oportuno de la enfermedad. Aunque
el diagnéstico de la TB extrapulmonar
también ha mejorado con la PCR GenXpert,
particularmente con Ultra, se requiere més
evidencia y experiencia global para que sea
una recomendacién universal que permita su
implementacién en el escenario clinico. Los
resultados de los estudios mencionados aqui,
como los de Brasil y Sudéfrica, permiten
extrapolar que en un escenario como el
colombiano la implementaciéon del GenXpert
MTB/RIF Ultra en el diagnéstico de TB
pulmonar y extrrapulmonar también daria
resultados ttiles; sin embargo, necesitamos hacer
investigacion local, lo cual es una oportunidad
para los medios académicos universitarios del
pais.

Con Ia llegada del Xpert MTB/RIF Ultra y
teniendo en cuenta sus ventajas respecto a su
predecesor (tablas 1 y 2), se espera una mejoria
en la toma de decisiones clinicas que ayude
a cumplir con los objetivos de la Estrategia
Fin de la Tuberculosis; pero para lograr esto es
necesario hacer una rapida implementacion de
esta tecnologia en todos los 4mbitos de atencion,
sobre todo en los sitios con recursos més limitados
donde el diagnéstico sigue recayendo en la
baciloscopia y el cultivo.
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Tabla2
Desemperio comparativo entre el Xpert MTBRIF y
el Xpert MTBRIF Ultra

XPERT MTB/RIF | XPERT MTB/RIF Ultra
BK y cultivo + 83 88
BK () cultivo + 46 63

Trazas +

(39) 96

Trazas
(39)

Sensibilidad TB
pulmonar (39)

Especificidad TB pulmonar 97,3-100% (8)

98

Sensibilidad
Especificidad
Sensibilidad

76,5-89,5
100

67,4

88,2-90
94,7

837

Pacientes VIH positivo

TB extrapulmonar (45)
Especificidad 96 92
Sensibilidad 95 95
Especificidad 98 98

Resistencia a
rifampicina (39)

NotaReferencia bibliografica entre paréntesis.
BKbaciloscopia
trazas +categoria trazas
tomada como TB detectada
trazas —categoria trazas
tomada como TB no detectada.

El entorno clinico en el cual el Xpert MTB/
RIF Ultra ha mostrado ser méas sensible y
eficiente para el diagnéstico de la TB ha sido en
tejidos extrapulmonares, con evidencia atn en
construccién sobre su eficacia en muestras con
baciloscopia negativa.

Se deben hacer estudios para confirmar
los beneficios del Xpert MTB/RIF Ultra
sugeridos por estudios pequefios en el abordaje
clinico de la TB extrapulmonar y otros casos
paucibacilares, donde es imprescindible contar
con mejores pruebas diagnosticas. Ademds, es
necesario hacer estudios en escenarios reales para
confirmar hallazgos como el encontrado en los
estudios de modelamiento, que sugieren que la
implementacién del Xpert MTB/RIF Ultra en
poblaciones de alta prevalencia de TB podria
implicar beneficios en la mortalidad.

Con respecto a la resistencia a rifampicina, el
Xpert MTB/RIF Ultra demostré una menor tasa
de falsos positivos, atribuible a las mejoras en la
técnica, lo cual podria evitar iniciar esquemas de
segunda linea en pacientes que no lo necesitan.
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