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Background: Tuberculosis (TB) is still a threat to public
health; in 2014 caused 1.5 million deaths worldwide; in
hospitals where the prevalence of TB is low, it is
appropriate to evaluate the effectiveness of tests to
diagnose it.

Methods: We reviewed reports of airway clinical
specimens sent for studies of tuberculosis to the
microbiology laboratory from Tec Salud System private
hospitals (400 beds) in the metropolitan area of
Monterrey, NL, from May 2012 to December 2015. In
conjunction with Ziehl-Neelsen (ZN) stain, and solid
Lowenstein-Jensen medium (LJ), our laboratory resources
also include fluorescent LED microscopy (Carl Zeiss
Microscopy Products), MGIT 320 (Mycobacteria Growth
Indicator Tube liquid culture detection system, Becton
Dickinson), and recently incorporated a real-time PCR
system the Xpert MTB/RIF test (Cepheid, Sunnyvale, CA).
Results: In 731 respiratory specimens from 510 patients,
M. tuberculosis was isolated from 78 samples belonging to
50 patients on LJ and MGIT LJ 42 (84%) and MGIT 49,
(98%) of the samples. From 41 patients identified, 26
(63.4%) were positive to fluorescein, and 25 (60.9%) with
Ziehl-Neelsen stain. Real time PCR (Xpert TB) was
positive in 13 out of 17 patient-airway samples (76.4%).
Conclusions: Usefulness of liquid culture (MGIT) and
solid culture (LJ) is shown; the first can significantly cut
incubation times.
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esde hace dos décadas, la Organizaciéon Mundial

de la Salud (OMS), monitoriza los casos de

tuberculosis (TB) de 205 paises que representan

el 99% de la poblacion mundial; con esta

informacion documenta los avances logrados en
la prevencion, diagndstico y tratamiento de la TB, e
identifica areas que deben ser reforzadas.'

Con ello establece metas para un diagndstico y
tratamiento efectivo, gracias a lo cual se logra reducir la
mortalidad en un 47% contabilizable a partir del afio 2000;
ademas, se disminuye la incidencia un 1.5% anual (18%
acumulado), y se evitan 43 millones de muertes.

A pesar de los avances, la TB es atin una de las mas
importantes amenazas a la salud publica mundial; en el afio de
2014 causé 1.5 millones de muertes, 400 000 de ellas en
portadores del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
para un total de 9.6 millones de enfermos de TB; de los cuales
480 000 se consideran multidrogo resistentes (TBMDR).

La OMS estratifica los paises de acuerdo a la incidencia
de casos de TB por 100 000 habitantes en: alta (> 300
casos), media (100-300 casos) moderada (30-100 casos) y
baja (< 30 casos); México se encuentra en este ultimo
grupo.'*? Asimismo, recomienda la rapida deteccion de la
enfermedad mediante nuevas herramientas para la deteccion
y el diagnostico, como los medios de cultivo liquido, el
microscopio de fluorescencia LED vy, recientemente, las
pruebas automatizadas de amplificacion de acidos nucléicos
en tiempo real.*>® También recomienda determinar la
efectividad de las pruebas, sobre todo en los sitios donde es
baja la prevalencia de la TB en la poblacion. En nuestro
centro, la mayor parte de las pruebas que son enviadas al
laboratorio de microbiologia, provienen de pacientes que se
someten a estudios instrumentados para obtener muestras de
secrecion bronquial, con el objeto de descartar la presencia
de micobacterias. Por ello, consideramos 1til determinar la
efectividad de las pruebas que se realizan en nuestros
hospitales para el diagnostico de TB.

Material y métodos

Se revisd la experiencia en el Sistema Tec-Salud, que
incluye 2 hospitales de enseflanza privados, (certificados por
el Consejo de Salubridad General), de tercer nivel, el
Hospital San José Tec de Monterrey y el Centro Médico

*TecSalud, Hospital Zambrano Hellion, Laboratorio de
Microbiologia. Monterrey, Nuevo Ledn, México

®TecSalud, Hospital Zambrano Hellion, Unidad de Vigilancia
Epidemioldgica Hospitalaria. Monterrey, Nuevo Ledn, México

“Tecnologico de Monterrey Campus Monterrey, Escuela
Nacional de Medicina y Ciencias de la Salud. Monterrey,
Nuevo Ledn, México
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Introduccion: la tuberculosis (TB) alin es una amenaza
para la salud publica; en 2014 caus6 1.5 millones de
muertes a nivel mundial. En hospitales donde la
prevalencia de TB es baja, resulta conveniente evaluar
la efectividad de las pruebas para diagnosticarla.

Métodos: revisamos los informes de resultados de
muestras de vias respiratorias enviadas para estudios
de tuberculosis de mayo de 2012 a diciembre de 2015
al laboratorio de microbiologia del Sistema Tec Salud
(400 camas) en el area metropolitana de Monterrey.
Ademas de la tincion de Ziehl-Neelsen (ZN) y cultivo
sélido de Lowenstein-Jensen (LJ); se realizo
fluorescencia LED, cultivo en medio liquido MGIT 320 y
mas recientemente el Xpert MTB/RIF test.

Resultados: se cultivaron en LJ y MGIT 731
muestras de vias respiratorias de 510 pacientes; en
las muestras de 50 de ellos se identifico M.
tuberculosis, 49 en MGIT (98%) y 42 en LJ (84%).
De las muestras correspondientes a 41 pacientes, 26
(63.4%) fueron positivas con fluoresceina, y 25
(60.9%) con ZN. En las muestras de 17 pacientes se
hizo PCR en tiempo real (Xpert MTB), 13 fueron
positivas (76.4%).

uawnsay

Conclusiones: se demuestra la utilidad del cultivo en
medio liquido (MGIT) y del LJ en medio sdlido; el
primero, ademas de ser mas sensible, permite
acortar en forma importante los tiempos de
incubacion.

Zambrano Hellion, que tienen un total aproximado de 400
camas, el Sistema cuenta con un laboratorio central de
Microbiologia; en el area de micobacterias, ademas de
efectuar las tinciones habituales de Ziehl-Neelsen (ZN) y
cultivo solido de Lowenstein-Jensen (LJ), en apego a las
recomendaciones de la OMS, se han agregado:
fluorescencia LED (Carl Zeiss, Microscopy Products,
Division Plant Gottingen, D-37081 Gottingen), cultivos en
medio liquido BD Bactec MGIT (Becton Dickinson
Mycrobiology Systems, Cockeysville, MD) y Xpert
MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, California).

De acuerdo con los manuales de procedimientos,’
desde mayo del 2012, cultivamos en medio sélido y
liquido las muestras a la par, revisamos los resultados del
cultivo de muestras de vias respiratorias de pacientes sin
diagnoéstico previo de tuberculosis, en los que se aisld, por
vez primera, Mycobacterium tuberculosis; ello con el
propoésito primario de determinar la utilidad del MGIT
para detectar y diagnosticar la TB; ademds, comparamos la
utilidad de la microscopia de fluorescencia LED con la de
la tincién ZN, en los casos en que se solicitd efectuar la
tinciéon ZN, ya que los examenes se efectiian bajo pedido
especifico, dadas las caracteristicas de ser un sistema
hospitalario  privado.  Colectamos la  informacion
demografica de los pacientes, enfermedades subyacentes y
los datos en la radiografia de térax; finalmente revisamos
los resultados de las muestras en que se efectud Xpert
MTB/RIF, que es una prueba de amplificacién de acidos
nucléicos recientemente incorporada a los recursos de
nuestro hospital.

Resultados

En los 3 afios 8 meses que abarco el estudio, se cultivaron
731 muestras de vias respiratorias en L] y MGIT de forma
paralela, correspondientes a 510 pacientes, de las cuales 78
muestras de 50 pacientes fueron positivas para
Mycobacterium tuberculosis (1.6 pruebas por paciente)
(cuadro I).
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Cuadro | Caracteristicas de los 50 pacientes en quienes se
identificd M. tuberculosis

n (%)
Femenino 24 (48%)
Masculino 26 (52%)
Media de edad (afios) 38.8
Mediana de edad (afios) 27.5
Rango de edad (afios) 16-85
Enfermedades subyacentes 24 (48%)
Diabetes mellitus 7 (30%)
Neoplasia 6 (26%)
Inmunosuprimidos 6 (26%)
Enfermedad pulmonar 5 (18%)
Hallazgos radiograficos sugestivos 10 (20%)
Pacientes con cultivo MTB (+) 50
MGIT (+) medio liquido 49 (98%)
Lownstein-Jensen medio sélido 42 (84%)
Tinciones realizadas
Fluorescencia 26 (63.4%)
Zihel-Neelsen 25 (60.9%)
Muestras para GeneXpert MTB-RIF 17
GeneXpert (+) 13 (76.4%)
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Todos los  pacientes provenian de  estrato
socioeconémico medio-alto y alto, predomind el sexo
masculino y el promedio de edad fue de 39 afios.

En 24 pacientes (48%) se registr6 una enfermedad
subyacente obvia, con un predominio de diabetes mellitus
en 30% y otras enfermedades con inmunocompromiso, en
nuestra serie no hubo casos con infeccién por VIH.

Solamente en las radiografias del torax de 10 de los 50
pacientes (7 mujeres y 3 hombres, con una mediana de edad
de 27.5 afios, y un rango de 18 a 54 afios) se observaron
alteraciones clasicas que sugirieron el diagnostico de
tuberculosis pulmonar (infiltrados apicales, cavitaciones,
etc.). En el MGIT crecieron 49 de las 50 muestras (98%),
mientras que en el LJ, 42 (84%); las primeras tardaron en
promedio 2.6 semanas para crecer con un rango de 2-7
semanas; y en el medio solido LJ las 42 muestras tardaron
en promedio 3.8 semanas para crecer con un rango de 1-8
semanas (IC95%: -0.12 - 2.56, p = 0.743) (figura 1).

A 41 de los 50 pacientes se les solicitaron tinciones
realizadas a la par con ZN y con tincién fluorescente de
auramina-rodamina, 25 fueron ZN positivas (60.9%), y 26
con microscopia fluorescente también resultaron positivas
(63.4%).

Como la prueba de Xpert TB se efectia recientemente
en el laboratorio, esta solo se solicitd en 17 de estos 50
pacientes, y resultd positiva en 13 (76.4%). En 2 de los
Xpert TB positivos, las tinciones fueron negativas.

Discusion

En e1 2007 la OMS recomendd, como método rutinario en la
identificacion y el diagnostico de la TB, la utilizaciéon de
medios liquidos tanto para cultivar como para efectuar las
pruebas de susceptibilidad del bacilo,”* al demostrarse
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Figura 1 Evidencia de M. tuberculosis en 731 muestras de secrecion bronquial de 510 pacientes sin diagnostico previo de
tuberculosis, enviadas al laboratorio de microbiologia del complejo hospitalario privado Tec Salud, en Monterrey, N.L. (México)
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mayor sensibilidad que con el cultivo sélido de LJ, ademas
de wuna importante reduccion en los tiempos de
incubacion;™”'""" 1o que confirmamos en los resultados
que obtuvimos.

Sin embargo, no deja de ser importante el cultivo en
medio solido ya que permite ver la morfologia de la colonia,
detectar mezclas de cultivos y permite cuantificar el
crecimiento, ya que algunas cepas micobacterianas solo
crecen en el medio sélido; por ello, la recomendacion es
realizar al mismo tiempo los cultivos solido y liquido.”

Una vez que ha dado positivo el cultivo en medio
liquido, su beneficio se disminuye si no se inician
rapidamente las pruebas de identificacion de especie,
proceso que en nuestro laboratorio realizamos por el método
bioquimico convencional, lo que consume mucho tiempo (3
a 5 semanas adicionales); ademas estas pruebas son
complicadas, laboriosas y en ocasiones con resultados
confusos,'” por lo que en estos casos podria utilizarse el
Sistema Xpert MTB/RIF,"” que es una prueba rapida y
especifica, pero sofisticada y costosa. En el afio 2009, la
division de diagnosticos de BD lanzo al mercado el BD
MGIT TBc que detecta a la proteina MPB64, que es
especifica de M. tuberculosis y algunas cepas de M. bovis,
este método se basa en una técnica inmunocromatografica,
facil de usar, con resultados en 15 minutos, y no requiere de
instrumentos adicionales, ni del LJ;'4 sin embargo, en
nuestro laboratorio no contamos con dicha técnica atn.

Aunque se sigue considerando al cultivo como el
estandar de oro para TB, no se contempla como una prueba
inicial, dado lo tardado para obtener resultados, y mas bien
se recomienda efectuarlo con, o después de, la microscopia
de expectoracion o del estudio molecular Xpert MTB/RIF."?

Pese a que la tincion de ZN tiene una sensibilidad del
61% o menor,”' este método continta como el principal
método para detectar Mycobacterium tuberculosis, dada su
rapidez y su bajo costo; con base en lo anterior, para
aumentar al menos un 10% la efectividad, la OMS
recomienda agregar la  microscopia de fluorescencia
DEL.>" En nuestro estudio, los resultados con ambos
métodos fueron semejantes y no mostraron dicha
superioridad, debido probablemente a que el tamafio de la
muestra es muy pequeio.

Hasta el momento hemos realizado en muestras
respiratorias alrededor de 100 pruebas de Xpert MTB/RIF,
que correspondieron a unos 90 pacientes. La sensibilidad de
este método en muestras de expectoracion, en sitios de alta
incidencia de TB y con escasos recursos para diagnostico, es
mayor al 90%;>*'"> pero en sitios que no retnen las
anteriores caracteristicas surgen diferencias que se
extienden incluso a la forma en que se obtiene la muestra.
Sohn y colaboradores'® encontraron una sensibilidad del
46% con el Xpert en 25 pacientes con cultivo positivo, y
observaron que la sensibilidad se elevo hasta el 86% en 7
pacientes que también tenian la tincion ZN positiva, y bajoé a
28% cuando la tincion fue negativa. En nuestra serie
tuvimos una sensibilidad del 76%, subi6 al 89% en los 9
pacientes que también tenian positiva la tincién, y
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observamos Xpert positivo en 2 de 5 pacientes cuyas
muestras fueron Z-N negativas.

Por ello, la utilidad del Xpert depende de diversos
factores: incidencia, recursos y uno muy importante, que es
lo avanzado de la enfermedad.'®'”'® En nuestros casos, solo
el 20% tuvieron sospecha radioldgica, y al igual que en los
casos de Sohn y colaboradores,' las muestras que fueron
enviadas a nuestro laboratorio no correspondieron a casos
avanzados.

En individuos que son sintomaticos respiratorios en
poblaciones como la del presente estudio, los CDC
recomiendan efectuar, cuando menos, una prueba de
amplificacion de acidos nucléicos en una muestra de vias
respiratorias.'’

Aunque en las ultimas 2 décadas se ha logrado disminuir
la incidencia de la TB, aun falta mucho para erradicarla,
entendiéndose esto como < de 1 caso de TB por cada millén
de habitantes por afio.”’ Para un control efectivo se necesita
de un diagndstico lo mas temprano posible, lo cual permitira
establecer a tiempo las precauciones de via aérea, accion
que contribuird a evitar la transmision, ademds de permitir
un tratamiento curativo efectivo que suprima la transmision.
El diagnoéstico temprano también permitira investigar a los
contactos de manera mas temprana, situacion que resulta

esencial para prevenir y detectar nuevos casos de
TR 2021222

Conclusiones

Con el presente trabajo demostramos la utilidad de realizar
el cultivo en medio liquido (MGIT) a la par del tradicional
de LJ en medio sélido; debido a que ademas de ser mas
sensible, permite acortar en forma importante los tiempos de
incubacion.

No obstante, para obtener la mayor utilidad, debe
considerarse conjuntamente con las pruebas de
susceptibilidad, la prueba inmunocromatografica MGIT
TBc, lo que favorece la identificacion rapida de especie.

Por otro lado, en nuestro medio, debido a la poca
cantidad de muestras que recibimos, no observamos mayor
beneficio con el uso del microscopio de fluorescencia DEL.

Al igual que en otros sitios que registran baja incidencia
de TB como el nuestro, la experiencia observada con la
técnica molecular Xpert MTB/RIF es buena, por lo que
recomendamos mayor difusion de este método, de tal forma
que permita ser realizado al menos en una muestra en todos
los pacientes con sospecha de TB.

Declaracion de conflicto de interés: los autores han
completado y enviado la forma traducida al espafiol de la
declaracion de conflictos potenciales de interés del Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas, y no fue
reportado alguno que tuviera relacion con este articulo.
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