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RESUMEN

El diagndstico etiologico del derrame pleural
tuberculoso, esdificil. La clinicay los ensayos paraclinicos
suelen ser inespecificos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la sensibilidad y especificidad de la reaccion
en cadena de la polimerasa en tejido pleural para el
diagndostico de tuberculosis en comparacion con el cultivo
e histopatologia, en pacientes con derrame pleural que
ingresaron al servicio de Medicina Interna del Hospital
“Dr. Domingo Luciani”, Caracas, Venezuela, entre abril
de 2005 y agosto de 2006. Se estudiaron 52 pacientes,
MI/F (30 (57,7 %)/22 (42,3 %), con una edad promedio de
39 arios. El valor de sospecha clinica fue del 69,2 %. El
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cultivoresulto positivoen 6 casos (11,5 %)y se identificaron
lesiones granulomatosas tuberculoides en 404 %. La
reaccion en cadenade la polimerasamostro una sensibilidad
del 50 % y especificidad del 61 %. Se concluyo que es una
prueba eficaz para el diagnostico de tuberculosis pleural.
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SUMMARY

The diagnosis of tuberculous pleural effusion is
difficult. The clinical trials and paraclinical essays are
often nonspecific. The aim of this study was to evaluate
the sensitivity and specificity of the polymerase chain
reactioninpleural tissue for the diagnosis of tuberculosis in
comparison with the culture and histopathological studies
in patients with pleural effusion admited to the service of
Internal Medicine Hospital Dr. Domingo Luciani, Caracas,
Venezuela, between April 2005 and August 2006. We
studied 52 patients, M/ F (30 (57.7 %) / 22 (42.3 %), with
an average age of 39 years. The value of clinical suspicion
was 69.2%. The culture was positive in 6 cases (11.5 %)
and tuberculoides granulomatous lesions were identified
in404 %. Polymerase chain reaction showed a sensitivity
of 50 % and specificity of 61 %. It was concluded that it is
an effective test for the diagnosis of pleural tuberculosis.

Key words: Mycobacterium tuberculosis. Pleural
tuberculosis. Polymerase chain reaction. Pleural biopsy.
Spillage pleural.

INTRODUCCION

La tuberculosis es un problema de salud a nivel
mundial, en especial en paises en desarrollo. Para
el 2006, a nivel mundial, se reportaron 9,2 millones
de casos nuevos y 1,7 millones de muertes debido a
esta enfermedad, de los cuales 0,7 millones de casos
y 0,2 millones de muertes fueron en personas con
el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). En
Venezuela, de acuerdo a la Organizacion Mundial
de la Salud, la tasa de incidencia de tuberculosis
encontrada para el afio 2006 fue de 41 por cada
100 000 habitantes (1). Segun esta institucién la
tasa de incidencia notificada para 2006 fue de 25
(2). Con los datos de mortalidad publicados en los
Anuarios de Epidemiologia y Estadistica Vital, del
Ministerio de Sanidad y Asistencia Social, hasta
1995 y en los Anuarios de Mortalidad, publicados
por el Ministerio de Salud y Desarrollo Social desde
1996, en el quinquenio 1999-2003, la tasa promedio
de mortalidad por todas las formas de tuberculosis,
por cien mil habitantes, fue de 2,8 para todo el pais,
oscilando entre tasas de 4 y 5,7 (Distrito Capital,
Vargas, Delta Amacuro, Portuguesa, Monagas y
Amazonas) en el extremo superior y tasas entre 1 9y
0,6 (Anzoategui, Aragua, Carabobo, Mérida, Falcon
y Nueva Esparta) en el extremo inferior. Cuando se
distribuyen porcentualmente la mortalidad por TBC
pulmonar y extrapulmonar, en los afios 1950 y 2005,
se observa que en ambos afios la forma pulmonar es
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la predominante. Sin embargo, en el dltimo afio con
los datos disponibles, la extrapulmonar ha pasado a
ser el doble de la misma forma registradaen 1950 (3).

Enelano2006,en el Hospital General del Este “Dr.
Domingo Luciani”,latuberculosis fue laterceracausa
mads importante de enfermedad infecciosa,despuésde
las infecciones respiratorias y el sindrome diarreico.
Entre los afios 2000 y 2006, se reportaron 432 nuevos
casos de tuberculosis en pacientes hospitalizados (4).

El derrame pleural tuberculoso, constituye
aproximadamente el 5 % del total de las presentaciones
clinicas de la enfermedad y se clasifica como
extrapulmonar, a pesar de la intima relacion existente
entre una pleuritis aguda granulomatosa secundaria y
una infeccion reciente de tuberculosis pulmonar, en
personasque notienencambiosradiolégicos sugestivos
de enfermedad parenquimatosa. Adicionalmente, se
ha demostrado que el derrame pleural puede ocurrir
en pacientes con reactivacion de infecciones antiguas
con compromiso pulmonar asociado (5). Actualmente
se piensa que el desarrollo de la enfermedad se debe
a la tuberculizacién de la pleura y no simplemente a
una reaccion inflamatoria de la misma, frente a las
proteinas del bacilo. Sin embargo, la abundancia
del derrame y la agudeza con que puede instalarse,
hacen pensar que participa la hiperreactividad del
huésped (6). En los pacientes ancianos usualmente
resulta como la consecuencia de la reactivacién de
un foco subpleural antiguo que estaba latente o de
una diseminacion hematégena (7).

La pleuritis por tuberculosis representa un reto
para el médico. Los dos principales problemas a
enfrentar son inicialmente, establecer un diagnéstico
definitivo precoz y posteriormente predecir el curso
de la enfermedad, ademads de la probable respuesta
al tratamiento (8).

El objetivo de este trabajo es demostrar la utilidad
(sensibilidad y especificidad) de la amplificacién de
la secuencia IS6110 presente en el genoma de M
tuberculosis (MT) por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en tejido obtenido de muestras de
biopsias de pleura en pacientes con derrame pleural,
para el diagndstico de tuberculosis. Igualmente
relacionar la PCR en tejido pleural con el cultivo, la
histopatologia y la sospecha clinica.

SUJETOS, MATERIALES Y METODOS

El estudio es de tipo comparativo y de disefio
transeccional, de campo, no experimental, de 16
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meses de duracion.

Pacientes

Se analizaron muestras de pleura parietal de 52
pacientes de todas las edades y género, con derrame
pleural, hospitalizados en el servicio de Medicina
Interna del Hospital General del Este “Domingo
Luciani” en el periodo comprendido entre abril del
2005 y agosto del 2006.

Se les practicé una biopsia pleural a aquellos
pacientes con diagndstico etiolégico dudoso de
tuberculosis pleural.

Criterios de inclusion

Se incluyeron todos los pacientes de cualquier
edad y género, quienes presentaban derrame pleural
(exudado linfocitico) sin diagndstico etioldgico y
quienes de acuerdo a juicio clinico determinado por
especialistas del servicio y neumondlogos, tenian
indicacion de biopsia pleural.

Procedimientos

Seelabord lahistoriamédicacompletay se realizd
andlisis de las radiografias del térax; evaluacién de
los exdmenes de laboratorio y se consignaron los
datos predeterminados en el protocolo disefiado
para estimar el valor de sospecha de diagndstico de
tuberculosis pleural en la poblacién estudiada. Este
protocolo se definié como de alto valor de sospecha
clinica a los pacientes que presentaron los siguientes
parametros: antecedente epidemioldgico definido
por el contacto con enfermos con tuberculosis; mas
de 3 criterios clinicos, como el dolor pleuritico, tos,
disnea, fiebre, pérdida de peso y sudoracién nocturna
asi como un hallazgo paraclinico positivo como:
velocidad de sedimentacion globular elevada (30
mm) o trombocitosis (plaquetas > de 450 000 mm?).
Los pacientes que no cumplieron con estos criterios,
se clasificaron como de bajo valor de sospecha
clinica.

Se realiz6 la biopsia transparietal de pleura a los
pacientes que presentaban criterios de inclusion.
Las muestras de tejido pleural fueron distribuidas
de la siguiente forma: 1. En un tubo seco (medio de
transporte seco) pararealizar laPCR. 2. Enun medio
de transporte especial para cultivo. 3. En un frasco
con una solucioén fijadora de formol al 10 % para el
estudio histolégico al microscopio de luz (6ptico).

1. Se conservaron las muestras de las biopsias
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en medio seco a una temperatura de —70° C, las
cuales posteriormente se enviaron a la Seccién
de Biologia Molecular de Agentes Infecciosos
del Instituto de Medicina Experimental de la
Universidad Central de Venezuela para realizar
PCR a cada una de ellas.

2. Se enviaron las muestras en medio de transporte
para cultivo al laboratorio de Bacteriologia del
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” y
al Laboratorio Clinico de Referencia “Dr. Pablo
Ordaz”.

3. Las muestras de la biopsia pleural fijadas con
formolal 10 % se enviaron ala Seccién de Patologia
Cardiovascular del Instituto Anatomopatolégico
“Dr.José Antonio O Daly” (IAP) delaUniversidad
Central de Venezuela para su procesamiento,
observacién y diagnostico histopatolégico.

Material: cultivo del material biépsico

Se realizé cultivo de muestras en el medio de
Lowestein Jensen en el laboratorio Clinico de
Referencia “Dr. Pablo Ordaz” e Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel”,incubandose por 8 semanas.

Estudio histopatolégico de la biopsia pleural

Las muestras o fragmentos de pleura obtenidos
en la biopsia, fueron fijados en solucién de formalina
al 10 %. Después de su descripcién macroscopica
y fotografia, fueron incluidos en parafina previa
deshidrataciéon y seguidamente seccionados con
microtomo. Las secciones de 4 a 7 micras de grosor,
fueron desparafinadas y coloreadas con coloraciones
de rutina (hematoxilina-eosina) y coloraciones
especificas (Ziehl-Neelsen (Z-N) y Auramina-
Rodamina) para la identificacién de bacilos acido-
alcohol resistentes.

Método de amplificacién de secuencia de insercion
IS6110

Se realizé la amplificacion de secuencia de
insercion /S6110 presente en las micobacterias a partir
del acido desoxirribonucleico (ADN) aislado de las
muestras de tejido pleural en la Seccion de Biologia
Molecular de Agentes Infecciosos del Instituto de
Medicina Experimental de la Universidad Central
de Venezuela.

Aislamiento del ADN de las muestras de tejido

Para el aislamiento de ADN de las muestras de
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tejido se procedié de la siguiente manera:

Las muestras de tejido (1 a 3 fragmentos)
aproximadamente 2 a 3 mg fueron finamente cortados
con bisturi estéril sobre una placa de Petri, en el
gabinete de seguridad biolégica. Los tejidos en un
tubo de 1,5 mL fueron incubados con 200 uL de
solucién amortiguador TE 1X mas 40 uL de solucién
stock de proteinasa K (10 mg/mL) durante 12 horas
o mas hasta la lisis total del tejido. El tejido digerido
fue calentado por 20 minutos a 100° C para inactivar
la proteinasa K y luego se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Se agregd 10 uL de lisozima (10 mg/m L)
y luego se incub6 al menos 1 hora a 37° C.

Eltejido digerido (fase acuosa) se extrajo (2 veces)
con un volumen igual de una soluciéon de fenol/
cloroformo/alcohol isoamilico (24: 23:1), mediante
agitacion seguido de centrifugacion a 12 000 x g
por 1 minuto. La fase acuosa fue ajustada a 0,3 M
con solucion de acetato de sodio y se precipitaron
los acidos nucleicos al agregarles 0,7 volimenes de
alcohol isopropanol a —20 °C por 1 hora. Una vez
transcurrido este tiempo se centrifugoé a 12 000 x g
por 10 minutos y el sedimento (acidos nucleicos) se
lavé con etanolal 70 %. Elsedimento de ADN sedejo
secar a temperatura ambiente y se resuspendio6 en 50
ul de agua libre de ADNasa/ARNasa hasta suuso (9).

Reaccion en cadena de la polimerasa

LaPCR sebaséenlaamplificacionde lasecuencia
de insercion 1S6110, que esta repetida en muiltiples
oportunidades (1-25 veces) a lo largo del genoma
del complejo Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microti).
Los productos de PCR fueron detectados por la
electroforesis del gel de agarosa (10).

La reaccion de amplificacion se realizd
bajo las siguientes condiciones: Amortiguador
20 mM Tris HCl (pH 8.4), 50 mM KCl,
desoxirribonucleétido difosfatados 0,2 mM de
dATP, dCTP, dTTP, y dGTP, cebadores INS1 (pt8F)
5'-GTGCGGATGGTCGCAGAGAT-3’ y INS2
5" GCGTAGGCGTCGGTGACAAA-"30,2uM cada
uno, 7ag ADN polimerasa platinum 2,5 U, 3 mM de
MgCl, (3 uL) y por ultimo 5 uL del ADN aislado;
para un total de 50 uL por cada vial a procesar (11).

La reacciéon en cadena de la polimerasa se llevd
a cabo sometiendo las muestras a tres temperaturas
diferentes que correspondieron a las etapas
de desnaturalizacién, hibridacion y extension
(polimerizacion) por cada ciclo de amplificacion.
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La desnaturalizaciéon se logréo sometiendo a la
muestra a una temperatura de 95° C por un minuto.
Separandose la doble hélice del ADN y uniéndose los
oligonucleotidos iniciadores a los sitios con secuencia
complementarias al descender las muestras a una
temperatura de 65° C, alineandose los iniciadores
con la secuencia complementaria correspondiente.
Unavezefectuadalaalineacion de los iniciadores por
complementariedad de bases, a partir de los mismos
se inici6 la extension enzimatica de cada hebra
complementaria catalizada por la enzima polimerasa
tag ADN (aislada de la bacteria Thermus aquaticus)
al elevar la temperatura a 72° C, temperatura 6ptima
delaenzima. Los ciclos de temperatura se realizaron
en un termociclador automatico, con un programa de
40 ciclos, con un tiempo de 1 minuto por cada fase
del ciclo. A estos ciclos se agregd un ciclo inicial
de 5 minutos a 95° C y uno final de 10 minutos a
72° C. Los productos amplificados se separaron
electroforéticamente y fueron visualizados como
una sola banda de 245 pb en un gel de agarosa al
1,5 % tefiido con bromuro de etidio. Los productos
amplificados se reamplificaron (PCR anidado)
utilizando las mismas condiciones y cebadores, con la
finalidad de disminuir la concentracion de inhibidores
presentes en la muestra de ADN aislado y para
aumentar su concentraciéon de los productos de PCR
a detectar, por tratarse de muestras paucibacilares;
luego se separaron electroforéticamente y fueron
visualizados como una sola banda de 245 pb en un gel
deagarosaal 1,5 % tefiido con bromuro de etidio (12).

Analisis estadistico: conlos resultados del cultivo,
la histopatologia y la biopsia pleural, como patrén
oro, se calcularon la sensibilidad y especificidad
de la PCR, asi como sus limites de confianza del
95 % de variacion. Se calcul6 el Chi?> de McNemar,
ajustado por Yates, para estimar la probabilidad
asociada a las diferencias encontradas, asi como
también el coeficiente Kappa de Cohén para evaluar
la concordancia. Lo mismo se hizo con el cruce de
los resultados de la histopatologia con los del cultivo,
como patrén oro. Finalmente se utilizé el Chi? de
Pearson para el andlisis de la relacién del valor de
sospechaclinicaconlaPCR. Elnivel de significancia
adoptado fue el del 0,05.

RESULTADOS

Delos 52 pacientes estudiados, 30 fueron hombres
(69,0 %)y 22 mujeres (42,3 %),conunaedad promedio
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de 38,8 + 20,6 afios. El mayor nimero de pacientes
incluidos en este estudio proceden de la localidad
de Petare, municipio Sucre del Distrito Federal. En
efecto, el 74 % de los pacientes procedian de Petare,
el 13 % de otros municipios del Distrito Federal y
el 13 % restante de diferentes estados del pais. La
proporcién de pacientes que manifestaron contacto
cercano con tuberculosis y los hallazgos clinicos mas
relevantes estan consignados en el Cuadro 1.

Cuadro 1

Distribucién geogréfica de pacientes con derrame pleural

Sintomas N=52 %

Tos 46 88,46
Disnea 45 86,54
Pérdida de peso 41 78,85
Dolor pleuritico 40 76,92
Fiebre 40 76,92
Sudoracién nocturna 15 28,85

Los parametros de laboratorio incluidos en el
estudio fueron: la elevacion de la velocidad de la
sedimentacién globular en valores mayores de 30
mm/hora, (n =27 /51,9 %) y elevacion del nimero
de plaquetas mayor a 450 000/mm? (n =22 /42,3 %).
En las radiografias de térax, todos los pacientes
presentaban derrame pleural unilateral sin evidencia
de compromiso pulmonar subyacente. Figura 1. Los
pacientes se clasificaron en de alto valor (n = 36) y
de bajo valor de sospecha clinica (n = 16). Figura 2.

Figura 1. Fotografia de radiografia postero-anterior y
lateral de térax de paciente con derrame plural. Hospital
“Dr. Domingo Luciani”.
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Epidemiologia positiva
y/o

>3 variables clinicas +
1 variable paraclinica

Alto valor de Bajo valor de
sospecha clinica sospecha clinica
—i 36 pacientes ’ —| 16 pacientes ’

Figura 2. Algoritmo utilizado para la clasificacién de los
pacientes con derrame pleural linfocitico de acuerdo al valor
de sospecha clinica para la infeccién por M. tuberculosis.

Cultivo. Utilizando como estandar el medio de
cultivo Lowestein-Jensen, se sembraron todas las
muestras de tejido pleural. Del total de las muestras
sembradas resultaron positivas 6 (11,5 %).

Biopsias pleurales. En 21 biopsias pleurales
(40,3 %) se identificaron lesiones inflamatorias
cronicas granulomatosas, algunas de ellas con
necrosis con o sin presencia de células gigantes de
tipo Langhans o de cuerpo extrafio. Figura 3.

Reaccion en cadena de la polimerasa. En la
sensibilidad analitica de la prueba, se puede detectar
el equivalente genémico de 102 g de ADN de la cepa
H 37 Rv, que corresponde a 1-10 micobacterias. El
registro fotografico de los productos de PCR obtenidos
apartir de concentraciones decrecientes (10°a 102 g)
de ADN aisladodelacepaM. tuberculosisH37Rv se
observa en la Figura 4. El carril 6 corresponde a una
escalera del 100 pb del marcador de peso molecular.

Se logré amplificar el blanco buscado en 23 de
las 52 biopsias (44,2%), observandose mediante
electroforesis un producto de PCR de 245 pb que
corresponde al tamafio esperado utilizando el juego
de cebadores, que va desde el nucleétido al de la
secuencias IS6110 conocidas. La Figura 5 muestra
el resultado de la amplificacién obtenida de algunos
de los pacientes. En unos casos se logré detectar una
banda de mayor intensidad que la obtenida con el
control positivo,lo cual sugiere una alta concentraciéon
de micobacterias en las muestra analizadas de al
menos 10-100 bacterias.
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Figura 3. Microfotografias de secciones histolégicas de biopsia pleural con inflamacién granulomatosa tuberculoide. A.
Secciodn histolégica de tejido pleural en el cual se observa fibrosis con una intensa reaccién inflamatoria y formacién de
granulomas. B. Acercamiento de uno de los granulomas donde se aprecia la presencia de célula gigante de tipo Langhans
y una corona de histiocitos y linfocitos periféricos. Coloracién H&E. 100X y 450X. Fotografias Seccion de Patologia

Cardiovascular. IAP-UCV.

Carril 1: Marcadores de Peso Molecular de 100 pb
Carril 2: 10-9 g. de DNA de M.T. H3TRv.

Carril 3: 10-10 g de DNA de M.T. HI7TRw.
Carril 4: 10-11 g. de DNA de M.T. H3TRv.

Carril 5: 10-12 g. de DNA de M.T. H37Rv.

Carril &: Control Negativo

Figura 4. Fotografia de la sensibilidad analitica de la
prueba de PCR.

La amplificacién del blanco 156610 tipico del
complejo Mycobacterium tuberculosis (MT) se obtuvo
en 5 (83,3 %) de 6 tejidos que resultaron cultivo
positivo. Tomando en cuenta al cultivo como estandar
de oro para el diagnéstico de tuberculosis pleural,
la sensibilidad y especificidad del PCR fue 83,3 %
y 60,9 % respectivamente. (Cuadro 2). Ademads se
presentan los limites de confianza con un 95 % de
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variacion de estos valores. Se presentan también en el
Cuadro 2 los resultados del Chi?de McNemar,con sus
correspondientes valores P, asi como la concordancia
expresada con el estadistico Kappa de Cohen.

Se realizé el diagnéstico de MT por PCR
en 11 de 21 muestras que mostraron lesiones
granulomatosas histolégicamente compatibles con
tuberculosis (524 %) y en 12 pacientes donde las
biopsias mostraron lesiones inflamatorias créonicas
inespecificas (38,7 %). Laespecificidad fuede 61,3 %.

De los 52 pacientes con derrame pleural a quienes
se les practicé biopsia y cultivo, se diagnosticaron
24 pacientes con tuberculosis pleural con base en la
presencia de hallazgos histopatolégicos compatibles
con lesiones inflamatorias crénicas granulomatosas
y/o cultivo positivo de tejido pleural. La sensibilidad
y especificidad de la PCR fueron 50 % y 60,7 %
respectivamente.

Al comparar los hallazgos histopatolégicos con
el cultivo pleural como patrén oro se obtuvo una
sensibilidad de 67 % y una especificidad de 58,6 %
(Cuadro 3).

De los 36 pacientes con valor de sospecha clinica
alta resultaron 15 positivos a la PCR (41,7 %) y de
los 16 con valor de sospecha clinica bajo, resultaron 9
positivas ala PCR (56,3 %). Sin embargo, la prueba
de Chi? para muestras independientes no alcanzé
significancia estadistica (Cuadro 4).
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En los carriles 1-9: Froductos de PCR obtenidos a partir del ADN aislado de
muestras de biopsia pleural de algunos de los pacientes,
Carril 10y 11: Vacio

Carril 12: Control negativo, (HZ0 bidestilada libre de DNAasa).

Carril 13: Control positivo. 10-10 gramos de DNA de M. tuberculosiz H3 7Ry,

Carril 12: Marcador de peso molecular. Escalera de 100 pb [ 50 pb DNA leader
, Promega).

Figura 4. Fotografia de la sensiilidad analitica de la prueba de PCR.

Cuadro 2

Relacién del culivo con hallazgos histopaoldgicos

Cultivo Histopatologia TBC pleural
PCR Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
Positivo 5 18 11 12 12 11
Negativo 1 28 10 19 12 17
Sen/Esp* 833 60,9 524 613 50 60,7
LC95 % 35,9-99.6 45.4-749 29.8-743 422-782 29,1-70.9 40,6-78.,5
McNemar/ 13,5 K=0,2 0,045 K=0,14 0,043 K=0,12
Kappa (P<0,01) (P>0,05) (P> 0,05)
(*) Sen= sensibilidad/Esp= especificidad.
Cuadro 3 Cuadro 4

Relacioén del cultivo con hallazgos histopatolégicos

Relacioén del valor de sospecha clinica con la PCR

Cultivo N PCR .
Histopatologia Positivo Negativo Valor de Positivo Negativo Total % PCR
sospecha positivos
Positivo 4 17 clinica
Negativo 2 29
Sen/Esp* 66,7 58.6 Alt_O 15 21 36 41,7
McNemar/Kappa 10,3 (P<0,01) K=0,14 Bajo 9 7 16 563

Chi’=0,96 P>0,05 K=0,13
(*) Sen= sensibilidad/Esp= especificidad.
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DISCUSION

El diagnéstico diferencial del derrame pleural
del tipo exudado linfocitico presenta dificultades
especialmente en relacion a su origen neoplésico y al
deorigeninfeccioso. Eneste dltimo destacael derrame
pleural producido por el M tuberculosis, sin embargo
deben ser diferenciadas de otros agentes infecciosos
como lahistoplasmosis,nocardia y otras micobacterias
que también producen lesiones granulomatosas. Estas
enfermedades deben seridentificadas de forma precoz,
permitiendo un tratamiento especifico oportuno, para
reducir la morbimortalidad del paciente (13).

Es por ello, que han surgido nuevas técnicas
diagnésticas, que tratan de disminuir las dificultades
enlorelativo arapidez,sensibilidad y especificidad de
los métodos usados de rutina. Parala inclusién y uso
dedichas pruebas en los flujogramas de diagnéstico se
requiere disponer de informacién sobre su capacidad
diagnéstica y discriminativa mediante su validacién
clinica al compararla con las técnicas tradicionales.
Ademas serequiere conocer los costos de su aplicaciéon
sobre todo en paises con bajos recursos econémicos.

En este trabajo se evalué la posibilidad de usar un
método diagndstico de tuberculosis pleural basado
en la deteccién de secuencias nucleotidicas de M
tuberculosis en muestras de tejido pleural obtenidas
por biopsiatranstordcicarealizada a aquellos pacientes
que ingresaron al Servicio de Medicina Interna con
derrame pleural de tipo exudativo. El procedimiento
invasivo se realizé para lograr el diagndstico
etiolégico una vez que otros estudios (citoquimico,
citomofoldgicoy bacteriolégico) realizados al liquido
pleural, fueron no concluyentes.

La evaluacién médica de los pacientes que
ingresaron al estudio permitié su clasificacién en
grupos de alto o bajo valor de sospecha clinica de
tuberculosis pleural,en base a datos epidemiolégicos,
clinicos y paraclinicos. Los pacientes con alto valor
de sospecha clinica tenfan: un contacto cercano con
un caso de tuberculosis (epidemiologia positiva)
y/o la presencia de tres o mds variables clinicas
sugestivas de pleuritis tuberculosa, tales como: tos,
disnea, pérdida de peso, dolor pleuritico, fiebre y
sudoracién nocturna. Ademas, la presencia de uno de
los siguientes criterios paraclinicos: elevacion de la
velocidad de la sedimentacion globular (> a 30 mm/
hora y/o trombocitosis reactiva (contaje plaquetario
> a 450 000/mL).

En nuestro estudio, los sintomas mas frecuentes
encontrados en los pacientes se corresponden con los
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hallazgos encontrados en los estudios de Loeza y col.
(14) y Garrido y Fuentes (10).

En cuanto a los pardmetros de laboratorio
encontramos el aumento de la velocidad de
sedimentacién globular en un 51,9 % de los casos
y trombocitosis reactiva en un 42,3 %. Ambos
criterios fueron usados con propdsito de orientacion
y seguimiento del paciente (15). La sospecha
clinica sigue siendo el pilar fundamental para la
orientacion diagndstica, sobre todo en nuestro pais
donde la prevalencia de tuberculosis es alta y no
disponemos en los centros asistenciales de todas las
herramientas diagndsticas requeridas. De acuerdo a
los datos epidemiolégicos, clinicos y paraclinicos se
obtuvo que 36 pacientes presentaron un alto valor de
sospecha clinica.

En presencia de pacientes con derrame pleural
exudativo linfocitico, sin diagndstico etiolégico
establecido, el clinico decide practicar la biopsia
pleural para realizar pruebas confirmatoria o
excluyentes de tuberculosis pleural. Una vez obtenida
por puncion transtordcica dos o tres fragmentos
de pleura parietal, estos deben ser cultivados en la
bisqueda de los microorganismo causantes de la
patologia y sometida al estudio histopatolégico que
pudiese mostrar la presencia de lesiones inflamatorias
asociadas a procesos infecciosos o neoproliferativos.
Al procesar las muestras, sélo el 11,5 % (6 de 52)
de los tejidos resultaron positivos en el cultivo. En
nuestro trabajo, la recuperacion de M. tuberculosis a
partir de muestras de tejido pleural fue muy baja,sila
comparamos con otros estudios realizados por otros
autores, como el de Berger y Mejias (1973) quienes
obtuvieron cultivos positivos delabiopsiaenun 80 %
de los pacientes con la enfermedad (16). Parte de la
posibles causas del bajo aislamiento bacilar, puede
deberse alas dificultades inherentes al crecimiento de
laM.tuberculosis enlos medios de cultivo artificiales,
ya que estos son poco sensibles y s6lo son capaces
de detectar micobacterias en muestras que contengan
entre 50 a 1 000 bacilos por mm? (17).

Otro factor limitante, es el medio de cultivo
empleado, como ha sido demostrado por Badak y
col., donde aislaron de 178 muestras clinicas, 93 %
de MT con el cultivo en medio de BACTEC TB-460,
comparado con un 83 % en el medio de Lowestein-
Jensen (18). De manera similaren el estudiorealizado
por Hasaneen y colaboradores se aisld el bacilo en
tejido pleural en 26 pacientes (84,6 %) con Lowestein-
Jensen comparado con BACTEC 12B, que lo supera
con un 92,3 % (19). Otro aspecto a favor del uso
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de BACTEC 12B como medio de cultivo en estos
estudios, resultd ser el corto tiempo de deteccion:
9,9 dias en el primer trabajo y 13 dias en el segundo
estudio, siendo el mayor inconveniente, el costo de
los equipos requeridos.

En nuestro estudio, se utilizé el cultivo en el
medio s6lido de Lowestein-Jensen que no es el mas
sensible para la deteccién del M tuberculosis, pero
si el mas econdmico, y por ende, realizable en los
laboratorios de bacteriologia nacionales. Nuestros
resultados de cultivo sefalan la posibilidad de
dificultades en nuestras capacidades de diagndstico
bacteriolégico de tuberculosis a partir de muestras
de tejido, que ameritan la revisién de la metodologia
utilizada aun en los centros de referencia, donde
fueron cultivados estos tejidos. Ademads, nos obliga
arevisar los protocolos para la toma, envio y traslado
de muestras a ser procesadas para cultivo, donde
también eventualmente podria darse la pérdida de la
viabilidad de las escasas micobacterias presentes en
la muestra de biopsia pleural.

Al asociar larelacion existente entre los pacientes
con aislamiento bacteriolégico de micobacteria a
través del cultivo y la aplicacién de la PCR para
la secuencia IS 6110 obtuvimos una amplificacién
positiva en el 83,3 % de los pacientes con cultivo
positivo. También esta prueba resulto positiva en 18
casos donde no logramos obtener un cultivo positivo
del agente infeccioso y en 28 casos ambas pruebas
resultaron negativas. La prueba de PCR presentd
una sensibilidad de 83 y una especificidad 61 al ser
comparada con el cultivo como estandar oro. Se
demostré estadisticamente que la PCR resulté ser mas
efectiva que el cultivo, como prueba diagnéstica. El
grado de asociacién o concordanciaestadisticano fue
significativo, lo cual se corresponde con los estudios
antes citados de Hasaneen y col. (2003) (19).

La posibilidad de resultados falsos positivos es
uno de los problemas mas serios en la realizacién
de estas pruebas moleculares. Estas dificultades
pueden ser minorizadas y controladas mediante la
incorporacién de controles negativos al realizar la
PCR,alusode guantes,al empleo de puntas de pipetas
con filtro o especiales como las de desplazamiento
positivo,y ala creacion de ambientes separados para
el procesamiento de las muestras. Otros elementos
que pueden causar falsos positivos son los inherentes
al aislamiento del ADN, larealizacién de la pruebade
PCR ensi, y aladeteccion de ampliaciones. Ademas
se requieren tres espacios fisicos separados, donde
se ubican los equipos e insumos para cada paso,
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asi como un adecuado flujograma, desde que las
muestras son recibidas hasta cuando se obtienen los
resultados. En nuestro estudio, los falsos negativos
de la PCR se pueden deber a la escasa presencia
de bacilos en el tejido pleural y a la de inhibidores
detectados en el propio tejido. Cheny col. concluyen
en su estudio que los inhibidores estaban presentes
con mads frecuencia en los tejidos extrapulmonares
que en el pulmén y que la eficacia del método es
dependiente alaconcentracién de microorganismoen
tejido (24). Lareaccién en cadenade lapolimerasaen
tejido demostré en nuestro estudio valores mayores
de sensibilidad que los reportados por Moon y col.
en el liquido pleural (17,5 %) (25).

También se realiz6é biopsia, en la busqueda de
lesiones granulomatosas o la deteccién de bacilos
4cido alcohol resistentes mediante las coloraciones
de ZN y auramina rodamina. En ninguno de los casos
se logré visualizar el bacilo, lo cual no concuerda con
otros estudios realizados (20). En general, debido
a la escasa cantidad de bacilos presentes en los
tejidos, la sensibilidad de los métodos mencionados,
es baja. Adicionalmente, existen las dificultades en
ejecutar los protocolos establecidos. La presencia de
lesiones granulomatosas se demostré en el 40,3 %.
El tiempo de reporte de dicho resultado fue mas
rapido que el cultivo y fue ttil en la aproximacién
diagnéstica de tuberculosis pleural, favoreciendo el
inicio del tratamiento. Al comparar los resultados
de histopatologia y el cultivo, ésta mostré valores de
sensibilidad de 67 % y de un 58,6 % de especificidad,
similar al estudio realizado por Valdés y col. (21)y
Zablockis y col., cuya sensibilidad para la anatomia
patologica fue de 65 % (22).

Fuentes y Garrido en el Complejo Hospitalario “Dr.
José Ignacio Bald6”, El Algodonal, diagnosticaron
tuberculosis pleural en un 87 % de los casos
reportados desde 1996 hasta 1999 con la presencia
de granulomas en la biopsia pleural y s6lo en un 4 %
através de pruebas bacteriolégicas, lo cual corrobora
la importancia de la toma de muestras de tejidos y su
estudio histopatoldgico. Durantelatomadelabiopsia
en nuestro estudio no se presentaron complicaciones
relacionadas con la técnica, a diferencia del estudio
anterior donde se complicaron 3,7 % de los pacientes
con neumotdrax o reaccion vasovagal (10).

La biopsia pleural no debe ser considerada como
prueba de diagndstico definitivo o estdndar de oro,
debido a que otras patologias se pueden manifestar
también como una reaccién granulomatosa.
Sin embargo, se ha ido institucionalizando su
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uso en nuestro sistema de salud por carecer de
otras herramientas diagndsticas especificas que
confirmen el diagndstico etiolégico o descarten otras
enfermedades (23).

Comparando la PCR como método diagndstico
con lahistopatologia,demostramos estadisticamente
que tienen igual eficacia y una concordancia que no
fue significativa. La ventaja que tiene la PCR es la
rapidez diagndstica, acortdndose el tiempo de espera
de 10 dias aproximadamente a 3 dias en laboratorios
especializados. Por otra parte, el resultado positivo
indica la presencia del genoma del agente causal, lo
que confirma su presencia en el tejido (12).

Sin embargo, en la actualidad, las técnicas de
anatomia patolégica son mds accesibles, por estar
disponibles en la mayoria de los centros hospitalarios
de nuestro pais y tener un costo menor. En centros
privados este examen tiene un valor aproximado de
150 BsF (150 000 Bs). El costo estimado de una
prueba de PCR incluyendo insumos colocados en el
pais por los distribuidores nacionales de los mismos,
personal calculado en horas/hombre y depreciacion
de los equipos requeridos en 7 afios, tiene un valor de
250 Bs.F. (250 000,00 Bs.). Otra de las dificultades
de instalar la capacidad de diagnéstico molecular en
nuestros hospitales, es que para la misma se requiere
de personal entrenado y dedicado a la realizacién de
estas pruebas.

Al tomar en cuenta las variables epidemiolégicas,
clinicas y paraclinicas encontramos que 36 de 52
pacientes presentaron alto valor de sospecha clinica.
Del total de pacientes que tenian un alto valor de
sospechaclinica (36) laPCR sugirié al M7 como causal
delatuberculosis pleuralenel 41,7 %,e insuficiente o
no confirmatoria la pruebade PCR en el 58,3 % de los
casos. De estos ultimos, s6lo el 33,3 % se clasificaron
como casos de tuberculosis en base al pretest y biopsia
positiva. Delos pacientes que presentaron alto valor de
sospecha clinica, podemos decir que verdaderamente
s6lo 16,6 % tenian tuberculosis pleural, tomando en
cuenta el cultivo positivo, de los cuales 5 fueron PCR
positivo y 4 con histologia positiva. El porcentaje
de positivos a la PCR fue mayor en relacién con la
sospecha clinica baja (56,3 %) pero la diferencia no
alcanza significancia estadistica.

Un alto porcentaje (69 % del total de casos) de los
pacientes incluidos en ese estudio fueron clasificados
con un elevado valor de sospecha clinica debido a
los cambios en la percepcién de los médicos tratantes
sobre el problema nacional de la tuberculosis,
incluyendo siempre a esta enfermedad dentro sus

240

posibilidades.

Debemos considerar al sesgo presente como
consecuencia de que la mayoria de estos pacientes
referidos o que acuden a este centro de salud provienen
de una misma area geografica con altos valores de
prevalenciade tuberculosis,correspondientes a varios
sectores de Petare (73 %), ubicado en el Municipio
Sucre de la Gran Caracas. Ademas, el Hospital
General del Este ha asumido cierta responsabilidad
en canalizar los casos de tuberculosis de su drea de
afluencia (poblaciones de la zona Este del estado
Miranda como: los habitantes de Guarenas, Guatire,
Higuerote, Rio Chico y Barlovento) localidades
que en los ultimos afios ha aumentado su densidad
poblacional por ser dreas de expansion de la capital.

Enese sentido,latuberculosis eslaterceracausade
hospitalizacion de origen infeccioso en nuestro centro
y enlamayoria de los casos es debido auna evolucion
térpida de la enfermedad (pacientes con tuberculosis
avanzada o complicada con otras patologias) o por la
necesidad de una confirmacién diagndstica, variando
laestancia hospitalariaentre 4 semanas hasta 6 meses
de acuerdo al progreso de cada caso.

Este hecho sugiere que la realizacién de las
pruebas moleculares deberian estar incluidas dentro
del algoritmo diagndstico de pacientes con derrame
pleural de tipo exudativo linfocitico, s6lo cuando se
decide realizar la biopsia de pleura con la finalidad de
hacer el estudio bacterioldgico y anatomopatolégico
del mismo. Dentro de las ventajas de realizar la PCR,
se incluyen acortar a dos o tres dias los tiempos de
esperarequeridos para que un cultivo resulte positivo
(4-8 semanas) y/o para confirmar que las lesiones
granulomatosas observadas en el tejido biopsiado,
son producidas por una infeccién tuberculosa. Esto
permitird reducir los costos de hospitalizacion
requeridos y los efectos secundarios indeseables
producto de pruebas terapéuticas antituberculosas
innecesarias.

Considerando como pacientes verdaderamente
tuberculosos a aquellos que tenian cultivo y/o biopsia
positiva, la sensibilidad y especificidad del método
fue de 50 y 61 respectivamente comparativamente
menor a las obtenidas con el cultivo como estiandar
de oro y como en el estudio de Hasaneen y col. (19)
donde la sensibilidad y especificidad fue de 90 % y
100 % respectivamente. Esta discrepancia en los
resultados pudo deberse a diferencias del método en
el momento de la toma de la muestra, donde éstos
autores realizaron 4 6 5 punciones pleurales, mientras
que en nuestro caso realizamos hasta 3 punciones,
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limitando el volumen de lamuestra. Ademds debemos
considerar que en nuestro estudio, la muestra en
fresco se fragmentd en tres secciones destinadas
a distintos laboratorios para luego ser procesadas,
mientras que en el estudio antes mencionado, las
muestras se fragmentaron en dos, de las cuales, una,
fuehomogenizada paraser distribuidaen proporciones
iguales, garantizando una reparticion alicuotada de
los bacilos en las muestras. Las dificultades que se
nos presentan paralahomogenizacién de las muestras
sonlanecesidad de obtener mas fragmentos de tejidos
y realizar mds punciones.

Sin pretender realizar un adecuado andlisis de
costo-beneficio debido a la escasa informacién sobre
los costos reales de hospitalizacion en los servicios de
salud publica,asumiendo como promedio de estancia
hospitalariade un paciente con diagndstico presuntivo
de tuberculosis pleural de 2 meses,incluyendo pago de
personal calificado: médicos residentes,especialistas
en medicina interna y neumonologia, médicos
radiélogos, enfermeras, bioanalistas y técnicos
radiélogos, costos de insumos hospitalarios y de
examenes parael diagnéstico diferencial y monitoreo
de procedimientos estimamos un valor de 115 000
BsF (115 000 000,00 Bs.) de hospitalizacion, lo cual
refleja la posibilidad de incluir dentro del flujograma
diagnéstico pruebas basadas en amplificacion de
ADN, las cuales de ser aplicadas podrian disminuir
el tiempo de diagndstico y a la vez los tiempos de
hospitalizacién a semanas en lugar de meses.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este
trabajo, concluimos que la amplificacién de la
secuencia IS6110, del complejo Mycobacterium
tuberculosis en muestras de tejidos, con la reaccion
en cadena de la polimerasa, es una prueba con una
sensibilidad aceptable, especifica y de ayuda para
el diagnéstico de tuberculosis pleural. La inclusion
de la amplificacion, de la secuencia /56110 presente
en micobaterias del complejo Mycobacterium
tuberculosis, por PCR a partir de muestras de tejidos
en el algoritmo diagnéstico de los pacientes con
derrame pleural de tipo exudado linfocitico, podria
disminuir la estancia hospitalaria del paciente y los
costos de hospitalizacion.

El estudio histopatolégico de la biopsia de pleura
es una técnica accesible y rdpida con una adecuada
sensibilidad y especificidad para el diagnéstico
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sugestivo de tuberculosis pleural.

Para lograr un diagnéstico etiolégico definitivo
de pleuritis tuberculosa es necesario asociar el valor
de sospecha clinica del paciente con el estudio del
tejido pleural por medio de los diferentes métodos
disponibles: bacteriolégicos, histopatolégicos y de
biologia molecular.

RECOMENDACIONES

En pacientes que requieran la realizacién de
biopsiapleural,recomendamos aumentar el nimero de
punciones transtoracicas y obtener un mayor volumen
de tejido, que permita la aplicacién de muiltiples
pruebas necesarias para el diagndstico etiolégico en
el paciente con derrame.

Al tener las muestras de tejido pleural éstas
deben ser homogenizadas para ser distribuidas en
proporciones iguales en los distintos medios de
transporte y/o almacenamiento, garantizando una
reparticién alicuotada de los bacilos en cada uno de
ellos, mejorando la posibilidad diagnéstica de los
métodos aplicados.

Realizar estudios con un mayor nimero de
pacientes, que tomen en cuenta para el diagndstico
definitivo de los casos larespuesta al tratamiento y la
evolucién de los mismos, aspectos que no pudimos
desarrollar en este trabajo debido a la carencia de
recursos requeridos paralos estudios de seguimiento.
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