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Diagnostico molecular de Mycobacterium tuberculosis
en biopsias pleurales embebidas en parafina

Heli Barrén 12, Mario Monteghirfo *, Nelson Rivera 3

Objetivo: Determinar lasensibilidad dela pruebadereaccionen cadenadelapolimerasa (TB-
PCR) frentealatincion defluorocromo auramina (AFB-auraming) en muestrashistol dgicasde
biopsaspleuralesembebidasen parafina, end diagndstico detuberculosspleural. Materiales
yMétodos. S2usb 48 bloquesde par afina obtenidosdel osar chivosde Patol ogia del Hospital
San Joséde Callaoy del Instituto Nacional de EnfermedadesNeoplasicas, 30 deloscuales
tenian diagnéstico dlinico detuber culosisy 18 presentar on diagnéstico diferentedetuberculosis.
Resultados: Delos30 casoscon diagnéstico dinicodetuberculoss, 29resultaron ser TB-PCR
positivos. Los 18 casos negativos par a tuber cul osisresultar on también negativos para TB-
PCR. Lasenghilidadyd valor predictivo negativo para TB-PCRfueron 96,7%y 94,7%. La
sensibilidady e valor predictivo negativo para AFB-auraminafueron 58,6%y 56,7%. En
amboscasos, d valor predictivo positivo fuede 100%. Concluson: TB-PCRharesultado ser un
método muy sensibleen d diagndsti co detuber culosisen muestrashistol 6gicasenmbebidasen

parafina.
Palabrasclave

Mycobacteriumtuberculoss, tuberculogspleural; biopsa; diagndégticodinico.

Molecular Diagnosis of Mycobacterium tuberculosis
in paraffin-embedded pleural biopsies

Abdract

Objective: To determinethesengtivity of thetest tuberculosis
polymerasechainreaction (TB-PCR) compared tofluorochrome
auramine* O gaininginhistological embedded tissuesof pleural
biopsyindiagnogsof pleural tuberculoss Materialsand Methods:
Weusad 48 formalin-fixed par affin-embedded tissue obtained from
thearchivesof the Department of Pathol ogy, Hospital San Jose
dd Callao, and I ngtituto Nacional deEnfermedadesNeoplasicas.
Thirty caseshad dinical diagnossof tuberculosisand 18 different
diagnosis. Results: Twenty-nineof 30 caseshaving tuberculosis
were TB-PCR positive. All 18 negative caseswere TB-PCR
negative. Thesensibility and thenegativepredictivevalueof TB-
PCRwere96,7% and 94,7% respectivey. Ontheother hand, the
sengtivity and negative predictivevalueof AFB-Auraminewere
58,6% and 56,7%. The positive predictivevaluewas 100%in
both cases. Conclusion: TB-PCRisa very sensitivemethod for
TBdiagnadsinformalin-ixed, paraffinembedded pleural biopses
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INTRODUCCION

La tuberculosis, aunque curable, sigue
siendo una de las principales causas de
muerte por agentes infecciosos en el mundo.
Ha sido declarada por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) como un
problema de emergencia global, debido
principalmente al sinergismo entre el bacilo
tuberculoso y el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). La
magnitud de este problema se ve reflejado
por la apariciéon de nuevos casos, que seguin
datos de la OMS son de 10 millones en el
2002 y casi 12 millones de nuevos casos
proyectados al 2005 (1:>34),

tuberculosis es
etapas

El  Mycobacterium
frecuentemente  adquirido en

An Fac Med Lima 2006; 67(1) 11



Heli Barrony col.

tempranas de la vida, como una infeccién
aguda y con desarrollo de inmunidad,
formacién de granuloma y calcificacion.
Después, sigue un largo periodo de latencia,
que puede reactivarse en algunos individuos.

El Mycobacterium tuberculosis o bacilo
de Koch es el agente etiolégico de la
tuberculosis. Se trata de un bacilo aerobio
estricto, acido-alcohol resistente, no tiene
movilidad, es de crecimiento lento; esta
bacteria se inactiva con radiacién ultravioleta
y/o temperaturas por encima de 60°C. Varias
especies similares integran el complejo M.
tuberculosis: M. bovis, M. africanum 'y M.
microti. El bacilo BCG (M. bovis atenuado)
también puede ocasionar una enfermedad en
pacientes inmunocomprometidos, la que no
se puede distinguir clinicamente de la
tuberculosis. La infeccién se da
principalmente a través de secreciones
respiratorias que son expulsadas del paciente
en el momento de la tos. En el periodo de
incubacién, que puede variar desde el
momento de la infeccién hasta 90 dias, la
bacteria crece lentamente en los macro6fagos,
pudiendo diseminarse a otras partes del
cuerpo del hospedero. En la mayoria de
casos, esta enfermedad es controlada por la
inmunidad celular, de los cuales un 10%
desarrollarid la enfermedad activa a lo largo
de su vida (®).

Los ultimos datos de la OMS, que datan
del afo 2003, indican una prevalencia de
15,4 millones de infectados, lo que representa
una tasa de 245/100,000 habitantes. Esto
representa 8,8 millones de casos de nuevos
de tuberculosis cada afio. La mortalidad actual
de esta enfermedad es de 2 millones de muertes
anuales, de las cuales 98% ocurren en paises
subdesarrollados. Esta situaciéon podria
agudizarse mas debido a que las pruebas
convencionales de diagnéstico de TB
demoran 8 semanas, ocasionando un retraso
en el tratamiento, por lo que la rapida
identificacién es esencial para el manejo del
paciente (°).
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En el Pert, en el afio 2004 se registré6 64
276 pacientes con diagndstico de tuberculosis
y la prevalencia de TB en nuestro pais va en
aumento. La tasa de incidencia es de 66,39
por cada 100 000 habitantes, comparable con
Bolivia, Ecuador, Guyana y Haiti (7).

El diagnoéstico de la TB depende de la
historia clinica del paciente, examenes
bacteriol6gicos, pruebas de rayos X, prueba
de tuberculina, entre otros. El diagnéstico
etiolégico de TB depende de 1la
demostracién microscépica de los bacilos
alcohol acido resistentes (BAAR) y de su
aislamiento e identificacién en medios de
cultivo ().

A pesar de los grandes avances en los
métodos de diagndstico, la tuberculosis es
todavia identificada por los antiguos
procedimientos, tales como la tincién de
Ziehl-Neelsen y por el cultivo en el medio
de Lowestein-Jensen, que todavia son
considerados como estandar de oro en el
diagnéstico de TB, debido a que los
procedimientos modernos son aun muy
costosos (%9).

Aunque la baciloscopia o tincibn BAAR
en esputo es un método de diagndstico
simple y relativamente rapido, presenta
problemas en cuanto a su sensibilidad
(50%), ya que son necesarias cantidades
mayores de 10 000 bacilos / mL para su
deteccidon; asi, casi la mitad de los casos de
TB activa puede tener baciloscopia
negativa. Esta sensibilidad puede estar atn
mas disminuida en los casos de biopsias
embebidas en parafina.

Las pruebas de cultivo de esputo son mas
sensibles (80 a 96%), sensibilidad que
disminuye si se trata de muestras con menor
carga bacilar. tales como liquido
cefalorraquideo, orina o biopsias. El
principal inconveniente de este método es
el tiempo de incubacién para la recuperacion
de este microorganismo, que puede demorar
hasta 8 semanas.



Diagnostico molecular de Mycobacteriumtuberculosis

Actualmente, las técnicas moleculares
permiten la identificaciéon de micobacterias
a nivel de especie en aquellas muestras
donde los métodos de cultivo y otras
técnicas convencionales de deteccién son
negativas.

Gltimamente, se esta haciendo extensivo
el uso de métodos de amplificacién de
genes, tanto para la identificacién del bacilo
tuberculoso a partir de cultivos y muestras
clinicas como para la deteccién molecular
de resistencia a drogas. Asi, tenemos la
técnica de la PCR con gran sensibilidad,
que en condiciones Optimas puede detectar
de 1 a 10 microorganismos. Con los métodos
de extraccion de DNA disponibles, es
posible ahora la identificacién de
micobacterias a partir de cualquier muestra
biolégica (19).

La técnica de PCR IS6110 es la que
presenta mayor sensibilidad y especificidad
para el diagnéstico de Mycobacterium
tuberculosis ('1?).

Actualmente, se usa muchos genes y
secuencias para su amplificacion. Asi,
tenemos secuencias repetitivas y no
repetitivas. IS6110 de 123 pb es una
secuencia repetitiva frecuentemente usada;
en tanto que otra secuencia, la TRNA16S de
306pb, es una secuencia no repetitiva (!3).

IS6110 es un elemento genético de
inserciéon que genéricamente se le denomina
IS, del inglés insertion sequence; ésta
representa secuencias de ADN dispersas en
los genomas bacterianos con actividad de
transposiciéon. La secuencia IS6110 solo es
detectable en genomas bacterianos del
complejo Mycobacterium tuberculosis y
tiene la estabilidad necesaria para ser
utilizada como herramienta de diagndstico

(14).

El objetivo de este estudio fue evaluar la
sensibilidad de la prueba de reaccidén en
cadena de la polimerasa (TB-PCR) frente a

la tincién de fluorocromo auramina (AFB-
auramina) en muestras histolégicas de
biopsias pleurales embebidas en parafina en
el diagnéstico clinico de tuberculosis
pleural.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue de tipo observacional y
transversal.

Los especimenes que fueron incluidos
para este trabajo estaban conformados por
30 muestras de biopsias pleurales fijadas
en formalina y embebidas en parafina,
diagnosticadas histolégicamente como
pleuritis crénica, pleuritis tuberculoide,
reacciéon granulomatosa. Los especimenes
fueron obtenidos de los archivos del
Servicio de Anatomia Patolégica del
Hospital San José del Callao (HSJ) y
correspondian a muestras procesadas
durante el afo 2004. Ademas, se incluyo
en este estudio 18 muestras de biopsias
pleurales con diagndstico negativo de TB
pleural o algin otro tipo de lesiéon que
sugeria diagnéstico de TB, todas
procedentes del Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas (INEN).

Para la tincién de auramina ‘O’, se uso
cortes de 5 im de espesor y la tincién de
realiz6 siguiendo el procedimiento clasico
de Ziehl Neelsen. Este es el método més
ripido para confirmar la enfermedad
micobacteriana. La muestra se tifie con
carbolfucsina (colorantes de Ziehl-Neelsen
y Kinyoun) o con fluorocromos (como
auramina), luego se decolora con solucién
acido-alcohol y luego es sometido a contra
tincién. Finalmente, es examinado con el
microscopio 6ptico o con el de fluorescencia
(en caso de fluorocromos). La tincién con
fluorocromos es més sensible, puesto que
la fluorescencia puede ser detectada
rapidamente a bajo aumento, y después se
confirma empleando un aumento mayor.

An Fac Med Lima 2006; 67(1) 13
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El aislamiento de ADN fue realizado a
partir de cortes histolégicos de 20 um de
las muestras embebidas en parafina. El
desparafinado se hizo con xilol y etanol.
La extraccién de ADN estuvo basada en
cloroformo-proteinasa K.

Para la amplificacion de las secuencias
de insercion IS6110, se utilizé 5 ul de las
muestras de ADN de Mycobacterium
obtenidos en el paso anterior. La
amplificacién PCR IS6110 fue realizada
segin el método descrito por Park y col.
(). Los productos de PCR IS6110 fueron
analizados mediante electroforesis en
agarosa al 2%. La tincién de los geles se
realiz6 con bromuro de etidio. Se visualiz6
las bandas de 123 pb empleando un
transiluminador UV.

Se evalué la especificidad y Ila
sensibilidad de los métodos comparados con
los criterios estindares de diagndstico
clinico de TB. Asimismo, se obtuvo el valor
predictivo positivo (VPP) y el valor
predictivo negativo (VPN) para cada uno
de los métodos de diagndstico (!519).

RESULTADOS

De los 48 casos estudiados, 30 fueron
clinicamente diagnosticados como tuber-

Pleuritis Pleuritiscronica
Pleuritis cr10t3l|/(o:a inespecifica
tuberculosa ™ .
67% Pleuritis
granulomatosa
tuberculosa
3%

Pleuritis reaccional
inespecifica
10%

Figura 1. Diagndstico histopatol 6gico delos casos
clinicamente diagnosti cados como tubercul osispleural.
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culosis pleural, de acuerdo a los datos
obtenidos de la revision de las historias
clinicas del afio 2004. De las 30 muestras
diagnosticadas como TB, se encontré6 que
20 (67%) correspondieron a diagndstico
histopatolégico de pleuritis tuberculosis vy,
siguiendo el orden de frecuencia, 4 casos
(13%) de pleuritis crénica, 3 casos (10%)
presentaron pleuritis reaccional inespecifica,
2 pacientes (7%) pleuritis crénica inespecifica
y un paciente (3%) pleuritis granulomatosa
tuberculosa. Figura 1.

Los 18 casos restantes tuvieron
diagndstico clinico e histolégico diferente
de TB, de acuerdo a los datos de revisioén
de historia clinica de los archivos del INEN
del ano 2004.

De los 20 casos que fueron diagnosticados
histolégicamente como pleuritis tuberculosa,
se encontr6 que 16 (80%) fueron positivos
para la tincién AFB-auramina, y todas 20
(100%) fueron positivas para IS6110 TB-
PCR (Tabla 1 y Figura 2).

Se encontr6 que de los 4 casos que tenian
diagnéstico histopatolégico de pleuritis
créonica, ninguno (0%) fue positivo para la
prueba de AFB-auramina, en tanto que todas
fueron positivas para I1S6110 TB-PCR
(Tabla 2). Del mismo modo, entre los 3
casos diagnosticados como pleuritis
reaccional inespecifica, ninguna fue positiva
para AFB-auramina y todas presentaron
positividad para IS6110 TB-PCR (ver Tabla

1).

Entre los 2 casos de pleuritis crénica
inespecifica, solo 1 (50%) fue AFB-
auramina positiva, en tanto que los 2 casos
fueron 1S6110 TB-PCR positivas, tal como
se muestra en la Tabla 1.

Finalmente, el Gnico caso de pleuritis
granulomatosa tuberculosa presentd
diagnéstico negativo para AFB-auramina
y diagndstico positivo para IS6110 TB-
PCR.
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Tablal. Comparacion de casos por diagnostico histopatol 6gico, tincidén de auraminay resultadosde TB PCR.

Tincién deauramina TB-PCR

Diagndstico histopatol 6gico Negativo Positivo Negativo Positivo
Pleuritiscronica 4 0 4 1 3 4
Pleuritis cronicainespecifica 1 1 2 0 2 2
Pleuritisgranulomatosatubercul osa 1 0 1 0 1 1
Pleuritisreaccional inespecifica 3 0 3 0 3 3
Pleuritistuberculosa 4 16 20 0 20 2
Diagnostico negativode TB 18 0 18 18 0 18
31 17 48 19 29 48

1 234 567 891011

Figura2. Loscarriles1, 2,5, 7, 8, 9,10 presentan resultados
positivosde 123 pares de bases. Carril 3 con resultado
negativo. Carril 4 control positivo apartir de cultivo.
Carril 6 marcador detamafio molecular de 100 pb.
Carril 11 control negativo.

Entre los resultados del diagnéstico
clinico y los resultados de la prueba de
IS6110 TB-PCR se encontré6 una
sensibilidad de 96,7 %, una especificidad
de 100%, VPN de 94,7% y VPP de 100%
para la prueba de IS 6110 TB-PCR.

Asi mismo, entre los resultados del
diagnéstico clinico y los resultados de la
prueba de AFB-auramina, se encontré una
sensibilidad de 58,6%, una especificidad
de 100%, VPN de 56,7% y VPP de 100%.

Se observé una marcada diferencia (40%)
entre los resultados comparativos de las
sensibilidad de las pruebas 1S6110 TB PCR
y AFB-auramina, asi como, una diferencia
de casi 40% entre los VPN de ambas
pruebas en estudio.

DISCUSION

Las estadisticas presentadas por la OMS
revelan que un tercio de la poblacién
mundial estd infectada con tuberculosis,
resultando en 8 a 10 millones de nuevos
casos de tuberculosis activa cada afno, lo
cual significa un gran desembolso de dinero
de parte de los gobiernos y sus programas
de salud en el diagnéstico y tratamiento de
esta enfermedad (1267).

Los métodos de diagndstico bacte-
riolégicos tradicionales se basan
principalmente en el método de tincién de
Ziehl-Neelsen y el cultivo para el aisla-

Tabla2. Comparacion entrelosresultadosde TB PCR
y losresultados delatincion de auramina.

Tincién deauramina

TBPCR Positivo Negativo Total

Positivo 17 12 29

Negativo 0 19 19
17 31 48

An Fac Med Lima 2006; 67(1) 15
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miento e identificacién de Mycobacterium
tuberculosis. La técnica de Ziehl-Neelsen,
que presenta el mismo principio que la
tincién de auramina, aunque es rapida y muy
barata, tiene muy baja sensibilidad,
especialmente en muestras histoldgicas
embebidas en parafina. El cultivo, que es
bastante sensible ya que se requiere
solamente la presencia de 10 a 100
microorganismos viables por muestra, es un
procedimiento relativamente largo que
puede tomar de 4 a 8 semanas para
completarse. Ademas, el cultivo puede
presentar una sensibilidad menor en
muestras histolégicas, menor ain cuando
el paciente ha sido tratado parcialmente, ya
que se requiere de la presencia de
microorganismos viables para su aislamiento
en los medios de cultivo (1:23417),

En los dultimos afios, han aparecido
pruebas moleculares que superan largamente
la sensibilidad y la especifidad de las
pruebas tradicionales para el diagndstico de
tuberculosis a partir de especimenes
histolégicos. Entre estos métodos se incluye
la técnica de PCR y otras técnicas de
amplificacion que detectan ADN de
Mycobacterium tuberculosis (+'1:18).

Diversos reportes muestran la utilidad de
la técnica de PCR como método diagndstico
rapido de tuberculosis en diversos tejidos
(#11,18.19.20.21y - ep puestro caso, todos los
especimenes estudiados corresponden a
biopsias pleurales con diversos diagndsticos
histoldgicos.

En este estudio, se analiz6 48 muestras
de biopsias pleurales de pacientes fijadas
en formalina y embebidas en parafina, 30
de las cuales tenian diagndstico clinico de
tuberculosis. También, se analizé 18
muestras de biopsias pleurales de pacientes
que presentaron diagnédstico clinico e
histolégico diferente de tuberculosis.

No se usé el cultivo de Mycobacterium
tuberculosis como referencia para TB-PCR;

16 An Fac Med Lima 2006; 67(1)

tampoco se usd este criterio para la tincién
AFB-auramina, debido que las biopsias
pleurales no fueron enviadas para cultivo.
En contraste, se empledé el diagndstico
clinico como referencia comparativa tanto
para TB-PCR como para la tincion AFB-
auramina.

Se encontré que la sensibilidad de la
técnica de TB-PCR fue de 96,6% y una
especificidad de 100%, en tanto que el valor
predictivo positivo fue de 100% y el valor
predictivo negativo de 94,7%, para
especimenes histolégicos provenientes de
biopsias pleurales.

Un estudio publicado por Park y col. (%),
en Corea, mostré una sensibilidad de 78 %
y una especificidad de 88% para TB-PCR;
ademas, Park encontré un valor predictivo
positivo de 93% y un valor predictivo
negativo de 66%. Estos resultados difieren
de los obtenidos en este estudio, lo que
puede explicarse por la variedad de
muestras empleadas en el ensayo de Park,
quien incluy6é muestras de diversos sitios
anatémicos, tales como pulmoén, pleura,
tejidos blandos y tejido gastrointestinal,
incluyendo higado, estémago y duodeno,
entre otros, que tenian sospecha clinica de
tuberculosis; en tanto que, en nuestra
investigacion todos los especimenes
provenian de biopsias pleurales.

Por otro 1lado, 1los resultados de
sensibilidad y especificidad de la prueba
TB-PCR encontrados en el presente trabajo
son muy similares a los obtenidos por Isik
Somuncu y col., quienes obtuvieron una
sensibilidad y especificidad de 90% y
100%, respectivamente (°). Cabe mencionar
que el estudio de Isik Somuncu se bas6é en
tejidos que presentaban infeccién granu-
lomatosa necrotizante.

En una investigacién publicada el afio
2003 ('Y, Fukunaga y col. realizaron un
estudio comparativo entre la técnica de
tincion de BAAR y PCR en tiempo real,
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para el cual emplearon 30 muestras
embebidas en parafina que tenian
diagnéstico de lesiéon granulomatosa. En ese
estudio, se demostré que el tratamiento con
formalina y con xilol, que son reactivos
empleados en el procesamiento de muestras
histolégicas, puede disminuir drasticamente
la sensibilidad de las técnicas de tincién
para micobacterias, tales como Ziehl-
Neelsen y la tincién de auramina-rodamina.
Todo esto explicaria la baja sensibilidad
para la prueba AFB-auramina en muestras
embebidas en parafina, como la que se ha
encontrado en nuestra investigacion, que
presenta 40% menor sensibilidad que TB-
PCR.

Punkae y col. (!*), en Tailandia, 2005,
encontraron una sensibilidad de 29,3% y
especificidad de 61,1%. valores bastante
bajos para PCR en biopsias embebidas en
parafina. Estos resultados difieren
grandemente con los resultados obtenidos
en el presente estudio. La explicaciéon de
esta diferencia es que Punkae emplea
solamente biopsias de piel. Ademas,
Punkae emple6 un método de PCR basado
en 16S rARN, en contraste a nuestro
estudio que ha empleado la secuencia IS
6110.

Finalmente, para la confirmacién de estos
diagnésticos es necesario realizar las
pruebas de tincion BAAR y el cultivo, pero
se sabe que los procedimientos de tincién
para BAAR tales como Ziehl-Neelsen y
AFB-auramina presentan baja sensibilidad
en muestras histolégicas y ademas no existe
disponibilidad para procesar dichos
cultivos. Por lo tanto, se debe considerar
seriamente el empleo de técnicas de
biologia molecular como métodos rapidos
de ayuda diagnéstica. Sin embargo, dado
que este es un procedimiento de diagndstico
todavia laborioso en nuestro medio, se debe
seguir estrictos controles para evitar
contaminaciones cruzadas y / o falsos
positivos.
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