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Resumen

Introduccion: El diagnostico de tuberculosis pleural requiere un método
de referencia invasivo y demorado. La reaccién en cadena de la polimerasa
es rpida, pero su validacion en tuberculosis pleural aun es débil.
Objetivo: Establecer las caracteristicas operativas de la reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) sondas de hibridacion
para el diagnostico de tuberculosis pleural.

Meétodos: Se evalud la validez de la RT-PCR sondas de hibridacion
comparada con un método de referencia compuesto mediante un
estudio transversal en el Hospital Universitario de la Samaritana. Se
incluyeron 40 adultos con derrame pleural linfocitario. Tuberculosis
pleural fue confirmada (en 9 pacientes) si el paciente tenfa minimo
una de tres pruebas del método de referencia positiva: Ziehl-Neelsen
o cultivo para Mycobacterium tuberculosis en liquido o tejido pleural,
o biopsia pleural con granulomas; se descarté tuberculosis pleural (en
31 pacientes) si las tres pruebas eran negativas. Se determinaron las
caracteristicas operativas de la RT-PCR, mediante la Prueba Mid-P
Exact, con el Software OpenEpi 2.3 (2009).

Resultados: La RT- PCR sondas de hibridacion mostré una
sensibilidad del 66.7% (IC 95%: 33.2%-90.7%) y una especificidad del
93.5% (IC 95%: 80.3%-98.9%). E1 VPP fue de 75.0% (IC 95%: 38.8%-
95.6%) y un VPN de 90.6% (IC 95%: 76.6%-97.6%). Se encontraron dos
falsos positivos para la prueba, uno con mesotelioma pleural y otro con
pleuritis cronica con hiperplasia mesotelial.

Conclusiones: La RT-PCR sondas de hibridacién tuvo una buena
especificidad y una aceptable sensibilidad, pero un valor negativo no

puede descartar tuberculosis pleural.
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Abstract

Introduction: The diagnosis of pleural tuberculosis requires an invasive
and time-consuming reference method. Polymerase chain reaction
(PCR) is rapid, but validation in pleural tuberculosis is still weak.
Objective: To establish the operating characteristics of real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR) hybridization probes for the
diagnosis of pleural tuberculosis.

Methods: The validity of the RT-PCR hybridization probes was
evaluated compared to a composite reference method by a cross-
sectional study at the Hospital Universitario de la Samaritana. 40
adults with lymphocytic pleural effusion were included. Pleural
tuberculosis was confirmed (in 9 patients) if the patient had at least
one of three tests using the positive reference method: Ziehl-Neelsen
or Mycobacterium tuberculosis culture in fluid or pleural tissue, or
pleural biopsy with granulomas. Pleural tuberculosis was ruled
out (in 31 patients) if all three tests were negative. The operating
characteristics of the RT-PCR, using the Mid-P Exact Test, were
determined using the OpenEpi 2.3 Software (2009).

Results: The RT-PCR hybridization probes showed a sensitivity of
66.7% (95% CI: 33.2%-90.7%) and a specificity of 93.5% (95% CI:
80.3%-98.9%). The PPV was 75.0% (95% CI: 38.8%-95.6%) and a
NPV of 90.6% (95% CI: 76.6%-97.6%). Two false positives were
found for the test, one with pleural mesothelioma and the other with
chronic pleuritis with mesothelial hyperplasia.

Conclusions: The RT-PCR hybridization probes had good
specificity and acceptable sensitivity, but a negative value cannot rule

out pleural tuberculosis.
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Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad de gran impacto en
salud publica desde hace décadas'. Su compromiso puede ser
multisistémico y cuando compromete espacios en donde su
comportamiento es paucibacilar, se hace mas dificil su diagndstico
y el inicio de un tratamiento adecuado y oportuno®.

Epidemioldgicamente, la TB tiene distribucion mundial, la tasa de
mortalidad de 2014 se redujo a cerca de la mitad de la de 1990°. No
obstante, en el 2015 murieron de TB 1.4 millones de personas en
todo el mundo*. La incidencia mundial de la TB ha disminuido un
1.5% al aio desde el 2000, y un 18% en total’. Colombia en el aflo
2015 reporté una incidencia de 31 casos por 100,000 habitantes, con
una mortalidad de 2.1 casos por 100,000 habitantes*. De éstos, 2,385
casos fueron extra pulmonares de los cuales 863 correspondieron a
tuberculosis pleural (TBP)°. La TB constituye, junto con el VIH, una
de las principales causas mundiales de muerte®.

Para el diagnéstico de la TB es fundamental la deteccion del
bacilo por cultivo, coloraciones de estudios histopatoldgicos o de
liquidos corporales, pero hay que tener en cuenta que en menos
del 5% de los casos de TBP se logra obtener una baciloscopia
positiva en el liquido pleural debido a la naturaliza paucibacilar
de esta entidad®. La identificacion de la especie y su resistencia a
antibidticos se consigue mediante cultivo y/o técnicas basadas en
PCR’. El Mycobacterium tuberculosis se aisla en cultivo s6lo en un
20 a 40% de los casos de una pleuritis tuberculosa confirmada,
siendo el rendimiento diagnéstico del cultivo en liquido pleural
bajo, pero puede aumentar si también se cultiva una muestra de
tejido pleural®®®. La biopsia pleural con evidencia de granulomas
es positiva en un 75% de los casos®®.

La Adenosin deaminasa (ADA) marcador inflamatorio no
especifico, es una enzima cuya actividad estd involucrada en
la diferenciacion y proliferacion de los linfocitos y la activacion
de los macrofagos y neutrdfilos, siendo indicativa de respuesta
inflamatoria local activa®. La determinacién de laisoenzima ADA2
podria aumentar la precision ya que es liberada de los monocitos y
es encontrada en una alta concentracion en pleuritis por TB. Se ha
sugerido que niveles mayores de ADA en liquido pleural predicen
mejor el diagnostico de TB con una sensibilidad del 90 al 100% y
una especificidad del 89 al 100% cuando se usa el método Guisti®.
La especificidad para discriminar entre derrame pleural por TB y
malignidad fue del 95%, siendo baja para la diferenciacion entre
derrame paraneumonico®.

Por estos motivos se ha recomendado utilizar como método de
referencia para hacer el diagndstico de TBP la combinacién de
varias pruebas, incluyendo los cultivos yla tincién de Ziehl-Neelsen
(ZN) del liquido o del tejido pleural; y el estudio histopatoldgico
del tejido pleural®®.

El lento crecimiento del M. tuberculosis en cultivo ha llevado a la
busqueda de pruebas rapidas de diagndstico y de nuevos métodos
que lo detecten directamente en muestras clinicas, sin la necesidad
de esperar el resultado de dichos cultivos'.

Por estarazon se han venido utilizando otros métodos diagnésticos,
entre los cuales estd la reaccion en cadena de la polimerasa en
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tiempo real (RT-PCR) de tipo cualitativa, que es una prueba de
biologia molecular, que identifica el ADN de la micobacteria,
utilizando una técnica donde los procesos de amplificaciéon y
deteccion se producen de manera simultdnea en el mismo vial
cerrado, sin necesidad de ninguna accién posterior, emitiendo
resultados en menor tiempo y con una alta especificidad (98%),
pero con una baja o variable sensibilidad (62%) no siendo ttil para
excluir la enfermedad'.

Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en
la RT-PCR pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y
sondas especificas marcadas con fluorocromos". Los agentes
intercalantes son fluorocromos que aumentan notablemente la
emision de fluorescencia cuando se unen a ADN de doble hélice.
El més empleado en RT - PCR es el SYBR Green I". El principal
inconveniente es su baja especificidad, debido a que se unen de
manera indistinta a productos generados inespecificamente o a
dimeros de cebadores, muy frecuentes enlareaccion en cadena dela
polimerasa (PCR). Para mejorar la especificidad se deben emplear
condiciones de reaccién Optimas y una seleccion cuidadosa de
los cebadores para disminuir el riesgo de formacién de dimeros.
Ademds, es recomendable iniciar la reaccidn de sintesis de ADN a
temperaturas elevadas (hot-start PCR) lo cual disminuye de forma
notable el riesgo de amplificaciones inespecificas'’.

Las sondas de hibridacion especificas, son sondas marcadas con dos
tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor. El proceso se basa
en la transferencia de energia fluorescente mediante resonancia
(FRET) entre las dos moléculas. Las mds utilizadas son':

1. Sondas de hidrolisis, denominadas también sondas TagMan

2. Molecular beacons.

3. Sondas FRET. El sistema se compone de dos sondas que se unen
a secuencias adyacentes del ADN diana. Una de las sondas lleva un
donador en el extremo 3’ yla otra un aceptor en el extremo 5> Cuando
las sondas estan hibridadas, los dos fluorocromos estan proximos.

Al ser excitado, el donador transfiere su energia al aceptor que, a su
vez, emite la fluorescencia que detecta el lector del equipo.

En todos estos sistemas, el incremento de ADN en cada ciclo se
corresponde con un aumento de hibridacién de las sondas, lo que
conlleva un aumento en la misma proporcién de fluorescencia
emitida. El empleo de sondas garantiza la especificidad de la
deteccién y permite identificar polimorfismos o mutaciones
puntuales, pero su coste es mas elevado que el SYBR Green y la
optimizacion de las condiciones de la reaccion resulta més dificil'’.

La prueba diagnostica evaluada en el presente trabajo es M.
tuberculosis Real-TM (Equipo de RT-PCR para la deteccion del
complejo M. tuberculosis) la cual es un test deamplificacion en tiempo
real para la deteccidn cualitativa del complejo M. tuberculosis en
materiales bioldgicos (se obtiene el resultado en un promedio
de 3.5 dias). El ADN es extraido de las muestras; amplificado
y detectado mediante sondas fluorescentes especificas para M.
tuberculosis y control interno (M. tuberculosis). Mycobacterium
tuberculosis (control interno) es un fragmento de ADN de insercién
IS 6110 de MTb modificado y clonado en el bacteriofago A
conteniendo fragmentos de ADN usados en el equipo como matriz
para el primer.

Al respecto, se han publicado diferentes estudios de PCR para el
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diagnostico de TBP, en los cuales se han utilizado pruebas de PCR
artesanales y otras comerciales, con el uso de diferentes estuches que
han hecho que los resultados no sean muy homogéneos'. Al valorar
dichos estudios se ha encontrado para la PCR valores oscilantes
de especificidad promedio mayor al 90%, pero con sensibilidad
promedio menor al 80%'* segtin el tipo de prueba utilizada'>".

Hasta el afio 2012 se encontraron dos estudios con RT-PCR,
ambos publicados en el afio 2011, uno de ellos, publicado por
Kalantri, et al.'%, quienes comparan la RT-PCR con el INFy, IgA y
ADA con respecto a un método de referencia combinado, donde
encontraron una sensibilidad del 80%, superior a la mencionada
en los demas estudios y una especificidad del 98%. Sin embargo,
cuando se comparaba respecto a otros criterios (manifestaciones
clinicas, respuesta a tratamiento empirico y la exclusiéon de otros
diagnosticos) en lugar del método de referencia compuesto, esta
sensibilidad disminuia al 64.9% manteniendo una especificidad
sin cambios®. El otro estudio, desarrollado en Brasil, por Rosso,
et al.”’, report6 una sensibilidad del 42.8% y una especificidad del
94.2% para esta prueba'’.

Considerando que la evidencia sobre la validez de la RT - PCR en
TBP es insuficiente, se decidi6 realizar un estudio para evaluar la
validez de esta prueba comparandola con un método de referencia
combinado, en el servicio de hospitalizaciéon adultos, del Hospital
Universitario de la Samaritna (HUS), en pacientes con derrame
pleural tipo exudado linfocitario (segtn los criterios de light y con
mayor proporcion de linfocitos que de neutroéfilos).

Materiales y Métodos

Disefio

Estudio de pruebas diagndsticas de corte transversal, para
determinar la validez de la RT-PCR en liquido pleural para el
diagnostico de TBP.

Participantes

La poblacién en estudio fueron todos los pacientes mayores de
18 afios evaluados por derrame pleural tipo exudado linfocitario,
durante el periodo comprendido entre el primero de septiembre
de 2009 hasta el 30 de septiembre de 2012, en el servicio de
hospitalizacién de medicina interna del HUS, donde el paciente y
el médico tratante aceptaran participar en el estudio de la pleuritis
con los métodos estdandares por ellos utilizados.

Los criterios de inclusion fueron: Pacientes mayores de 18 afios de
edad hospitalizados en el servicio de medicina interna del HUS
durante el periodo del estudio, con derrame pleural tipo exudado
linfocitario (relacion proteinas del liquido sobre proteinas séricas
mayor a 0.5 o relacion LDH del liquido sobre LDH sérico mayor
de 0.6 o LDH del liquido mayor de los 2/3 del limite superior del
valor normal sérico y con mas del 50% de linfocitos'® sin etiologia
identificada, cuyo estudio haya incluido ZN de liquido o tejido
pleural, cultivo de liquido o tejido pleural para M. tuberculosis y/o
histologia de tejido pleural con granulomas y en quienes se haya
realizado RT-PCR con sondas de hibridaciéon en liquido o tejido
pleural buscando M. tuberculosis.

Los criterios de exclusion fueron: Derrame pleural tipo transudado
(no cumple ninguno de los criterios de exudado expuestos
anteriormente’®; Derrame pleural tipo exudado neutrofilico
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(cumple los criterios de exudado expuestos anteriormente y con mas
del 50% de neutrdfilos); Pacientes a quienes las muestras se hayan
procesado con técnicas diferentes a los protocolos que se describen
mds adelante en este documento. Pacientes en quienes el estudio de
la etiologia del derrame pleural haya quedado incompleto porque
tuvieron resultados negativos en un niimero insuficiente de pruebas
diagnosticas estandares para un exudado pleural linfocitario
(no fueron estudiados con todas las pruebas que hacen parte del
método de referencia de este trabajo a pesar de haber tenido
resultados negativos en las pruebas que se les practicaron: ZN de
liquido o tejido pleural, cultivo de liquido o tejido pleural para M.
tuberculosis e histologia de tejido pleural)

Inicialmente se utiliz6 la base de datos del laboratorio de biologia
molecular donde contamos con todas las RT-PCR sondas de
hibridacién para M. tuberculosis realizadas en liquido o tejido
pleural durante los afnos del estudio y con esta informacién nos
dispusimos a buscar (previa autorizacién del paciente y el hospital)
en las historias clinicas de estos pacientes los demads criterios de
inclusién requeridos.

Una vez recolectada la informacion, nos dispusimos a realizar su
respectiva codificacion y tabulacion por doble entrada, para lo que
se utiliz6 un instrumento disefiado para la recoleccion de datos.

M¢étodos diagndsticos y método de referencia

Se definié un método de referencia combinado de la siguiente
forma: 1. Cultivo de liquido o tejido pleural para M. tuberculosis;
2. Ziehl-Neelsen (ZN) de liquido o tejido pleural; e 3. Histologia
de tejido pleural.

Con una de estas tres pruebas diagndsticas positiva se diagnostico
la pleuritis por M. tuberculosis y dicha entidad se descart6 silas tres
fueron negativas. Se consider6 como caso probable si el método
de referencia era negativo pero la RT-PCR sondas de hibridacion
para M. tuberculosis positiva y el ADA mayor de 47 UI/LS.

Tanto las pruebas del método de referencia como el ADA y la RT-
PCR sondas de hibridacién para M. tuberculosis fueron realizadas
en paralelo una vez se hizo el diagndstico a partir del exudado
linfocitario inicialmente en liquido pleural y si estas no eran
concluyentes para generar un diagnéstico definitivo se realizaron
dichas pruebas de forma paralela en muestra de biopsia pleural. Al
inicio del estudio no se tenia el diagnéstico de la etiologia de dicho
derrame pleural ni tampoco antecedente previo de TB ni cancer,
aunque esto no era un criterio de exclusion.

La extraccion total del ADN presente en el liquido pleural de
los pacientes, asi como el montaje de la RT-PCR sondas de
hibridacién se realiz6 segun las recomendaciones del fabricante
del kit (SACACE Biotechnologies, Italy). Para ello y con el fin de
remover inhibidores de la reacciéon de la RT-PCR, inicialmente
todos los liquidos pleurales obtenidos, fueron tratados con 250
mg de N-acetil-L Cisteina (Sigma), NaOH al 4% y citrato de sodio
al 2.94%. El ADN posteriormente obtenido fue utilizado en el
montaje de la RT-PCR, utilizando sondas de hibridacién (Emision
FAM) para la deteccién cualitativa del gen IS6110 presente de
forma especifica en el ADN de las Micobacterias pertenecientes
al complejo tuberculoso (M. tuberculosis, M. africanum, M.
bovis, M. bovis BCG, M. microti). Bajo las siguientes condiciones
de amplificacién: 1 Ciclo: 95° C por 15 min, 40 Ciclos: 95° C
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por 15 s, 65° C por 30 s, 72° C por 15 s. Con el fin de descartar
los falsos negativos por presencia de inhibidores de la reaccion
de amplificacion, a todas las muestras se les adiciond un control
interno (CI) de amplificacién (Emision JOE). El montaje de la RT-
PCRy el andlisis de los resultados se llevé acabo utilizando el equipo
STRATAGENE MX 3005P en el programa MxPro. Las muestras
fueron consideradas positivas o negativas basados en el aumento
de la fluorescencia por encima del umbral establecido en los canales
FAM y JOE. De esta forma, una muestra se considerd positiva
para M. tuberculosis si la fluorescencia superd el limite del umbral
establecido en el canal FAM (verde), mientras que una muestra se
considerd negativa si no presentd fluorescencia en el canal FAM
y presentd fluorescencia positiva en el canal JOE. Es importante
aclarar que los resultados obtenidos para cada paciente con esta
técnica se obtuvieron en un tiempo méaximo de cuatro horas.

Todas las muestras incluidas en el estudio fueron cultivadas
en medio sélido Ogawa kudot, utilizando la técnica de Petroff
modificada, en donde las muestras liquidas fueron centrifugadas
a 3,000 rpm durante 30 min y el sedimento es resuspendido en
un maximo de 2 mL y depositado en el medio directamente;
cultivando en posicion inclinada a 37° C durante 8 semanas.

Estas pruebas fueron procesadas por personal del HUS con
una amplia trayectoria y experiencia en biologia molecular,
microbiologia, laboratorio clinico y patologia, respectivamente.
Las personas encargadas de ejecutar las pruebas del método
de referencia desconocian el resultado de la RT-PCR para M.
tuberculosis; y la persona encargada de realizar la RT-PCR para M.
tuberculosis desconocia el resultado del método de referencia.

M¢étodos estadisticos

La estimacion del tamano muestral se hizo con base en las
razones de verosimilitud e intervalos de confianza en un estudio
de pruebas diagnésticas, de una sola muestra, donde las pruebas
diagnésticas en evaluacion son comparadas en los mismos sujetos
(diseflo emparejado), para una sensibilidad esperada del 90%, una
especificidad esperada del 95% una prevalencia de tuberculosis
pleural en la poblacion estudiada del 50%, esperando una amplitud
del intervalo de confianza del 95% de 0.1 a cada lado, utilizando
la ecuacién propuesta por Duffau'®?'. Con estos parametros se
estim6 un tamano de muestra para este estudio de 34 pacientes.
Se calcularon la sensibilidad, especificidad, valores predictivos
positivo y negativo, y los respectivos intervalos de confianza,
para la RT-PCR, cultivo y coloracién de ZN en liquido pleural,
comparados con el método de referencia. Los intervalos de
confianza se determinaron mediante la Prueba Mid-P Exact. Se
utilizo el software OpenEpi version 2.3 (2009).

Resultados

Participantes y resultados

Se obtuvo una poblacién de 60 pacientes con derrame pleural en el
HUS durante el periodo del estudio, delos cuales 40 cumplieron con
los criterios de inclusién y de estos a nueve (prevalencia de 22.5%)
se les confirm el diagndstico de TBP con el método de referencia.
De estos nueve pacientes confirmados con TBP, 6 fueron positivos
y 3 negativos para la RT-PCR, estos ultimos, se consideraron como
falsos negativos de la RT-PCR, ya que presentaron resolucion del
cuadro con el manejo antituberculoso. No hubo pacientes con
TBP probable (TBP probable: método de referencia negativo con
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RT-PCR positiva y ADA mayor de 47UI/L). Se presentaron dos
falsos positivos para la RT - PCR, uno con un mesotelioma pleural
y el otro con una pleuritis cronica con hiperplasia mesotelial. En
los pacientes con diagnéstico de TBP encontramos una media de
47 .4 anos de edad con una desviacion estandar de +15.2. E1 66.7%
de los pacientes con TBP fueron hombres.

De los 40 pacientes incluidos en el estudio (Fig. 1), a 9 pacientes
se les confirmé TBP: uno por cultivo para TB, ZN y PCR para TB
positivos en liquido pleural; uno por ZN y PCR para TB positivos
en liquido pleural; dos por cultivo para TB y PCR para TB
positivos en liquido pleural; uno por cultivo para TB y PCR para
TB positivos en liquido pleural y biopsia pleural con granulomas
de caseificacion; uno por cultivo para TB positivo en liquido
pleural, cultivo para TB y PCR para TB positivos en tejido pleural
y biopsia pleural con granulomas de caseificacion; dos por biopsia
pleural con granulomas de caseificacién; uno por PCR para TB
positiva en liquido pleural y biopsia pleural con granulomas de
caseificacion. A 31 pacientes se les descarté TBP por presentar
el método de referencia negativo, encontrando como causa del
derrame pleural linfocitario en el 29.0% asociacién a neoplasia por
biopsia pleural, de los cuales, tres casos fueron por mesotelioma
y los restantes por metdstasis, CA escamocelular y adenoma sin
primario especificado. El 58.1% se asoci6 a inflamacion crénica
pleural reactiva sin otra etiologia encontrada y el 12.9% no tuvo
un diagnoéstico claro al momento de la inclusion en el estudio.

Estimaciones

Para la prueba en estudio (RT-PCR cualitativa para MTb) se
calculé una sensibilidad del 66.7% (IC 95%: 33.2%-90.7%) y una
especificidad del 93.5% (IC 95%: 80.3%-98.9%). El VPP fue 75%
(IC 95%: 38.8%-95.6%) y el VPN fue 90.6% (IC 95%: 76.6%-
97.6%) (Tabla 1).

Con respecto al cultivo para M. tuberculosis en liquido pleural se
encontrd una sensibilidad del 55.6% (IC 95%: 39.7%-89.2%) con
una especificidad del 100% (IC 95%: 87.1-100%); y para el ZN
en liquido pleural se calculé una sensibilidad del 22.2% (IC 95%:
39.7%-89.2%) con una especificidad del 100% (IC 95%: 87.1% -
100%) (Tabla 1).

Discusion

Con estos resultados se establecieron las caracteristicas operativas
de la RT -PCR para el diagnéstico de M. tuberculosis en liquido
pleural en el HUS. Se determiné una sensibilidad (66.7%) similar
a lo encontrado en estudios previamente referenciados'?'*¢.

Pacientes con derrame pleural tipo
exudado linfocitario (n= 60)

No imi con criterio de
inclusién (n=20)

Pacientes con TBP (método de
referencia positivo) (n=9)

Pacientes sin TBP (método de
referencia negativo) n=31)

|

RT-PCR positivo RT-PCR negativo RT-PCR positivo RT-PCR negativo
n=6 n=3 n=2 n=2

Figura 1. Diagrama de flujo: RT-PCR en liquido pleural para diagndstico de TBP.
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Tabla 1. Resultados en las diferentes pruebas diagndsticas con respecto al diagnéstico de TBP segtin el diagndstico definitivo obtenido

por el método de referencia.

Histologia pleura

Diagnéstico N- 40 RT-PCR en liquido ZN liquido ZN tejido Cultivo MTb liquido Cultivo MTb tejido de TBP
Definiti !

etinitivo Positiva Negativa Positiva ~ Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva  Negativa Positiva ~ Negativa
TBP 9 6 3 2 3 - 2 5 2 1 - 5 -
Mesotelioma 5 1 4 - 5 - - - 5 N N - 5
Pleuritis crénica

con hiperplasia 2 1 1 - 2 - 1 2 - - - 2
mesotelial

Otros tumores 5 - 5 - 5 - - - 5 N N - 5
Pleuriti

;eurs 19 - 19 - 17 - 2 - 18 - 1 - 19
inespecifica

Total 40 8 32 2 32 - 5 5 32 1 1 3 31

TBP: tuberculosis pleural; RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real; ZN: coloracién de Ziehl Neelsen; MTb: Mycobacterium tuberculosis.

Por otra parte, la especificidad calculada fue relativamente alta
(93.5%) y ambos resultados fueron similares a lo encontrado por
otros autores.

En el cultivo para M. tuberculosis en liquido pleural se encontrd
una sensibilidad del 55.6% mientras que para el ZN en liquido
pleural fue del 22.2%, ambos tuvieron una especificidad del 100%.
Estos valores muestran sensibilidades menores a la de la RT-PCR,
confirmando una vez mas la necesidad de tener un método de
referencia combinado ya que estas pruebas por si solas no podrian
descartar la presencia de tuberculosis pleural. Adicionalmente,
en el caso de los cultivos, el tiempo necesario para obtener el
diagndstico se alarga hasta 8 semanas de tal manera que obliga
a recurrir a una prueba rapida, como la RT-PCR, para definir el
manejo inicial del paciente en un tiempo maximo de cuatro horas
que es lo que esta prueba se tardaria en generar un resultado.

En el meta-analisis realizado por Pai, et al'%, se evalu6 PCR
comerciales y artesanales, reportando una sensibilidad del 62% y
71%, con una especificidad del 98% y 93%, respectivamente, lo
cual es similar a lo encontrado en nuestra investigacién para RT-
PCR. Los estudios incluidos en este meta-andlisis tenian tamanos
muestrales pequefios y eran heterogéneos, los método de referencia
utilizados incluian cultivo para M. tuberculosis, hallazgos clinicos,
microbiologia o biopsia, de tal forma que estos método de
referencia carecen de precision para dar un diagnéstico definitivo
y dificultan la validacién de la prueba en estudio. Posteriormente
en el aio 2005, Chakravorty et al., utilizaron el ensayo IS6110 y
devRf3 (pruebas artesanales) en liquido con una sensibilidad del
75.5% y una especificidad del 93.8%, similar para cada prueba,
con una mayor sensibilidad a la reportada por nosotros e igual
especificidad, con un método de referencia compuesto, no bien
definido, dado por la clinica, microbiologia, cito/histologia y
la respuesta a tratamiento, con una muestra de 87 pacientes.
En Taiwan, Liu et al.', publicaron un estudio de PCR artesanal
utilizando el segmento IS6110, reportando una sensibilidad
del 43.3% y una especificidad del 95.5%, siendo la sensibilidad
inferior a la descrita en nuestra investigacion, sin variaciones en
la especificidad y con falsos positivos en un 4.5% de los pacientes
estudiados. Adicionalmente en el método de referencia combinado
se incluyd la clinica y la respuesta al tratamiento empirico lo que
dificulta realizar una evaluacion objetiva. Y finalmente Kalantri, et
al.'’, con una poblacion de 204 casos divididos en tres grupos
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por su forma de diagndstico (confirmada, probable y sin TBP)
reportd una sensibilidad del 80% al tener un método de referencia
compuesto igual al usado por nosotros y del 57.7% al tener en
cuenta la clinica, respuesta al tratamiento y haber excluido otras
patologias, con una especificidad del 98.0% similar a la descrita en
el presente trabajo.

De acuerdo con nuestro método de referencia, en nuestro estudio
tuvimos 9 casos de TBP y 31 casos con pleuritis linfocitaria por
causas diferentes a TB, lo cual nos da una prevalencia de TBP de
23%, esta prevalencia es similar a la encontrada en estudios de
TBP en Espafia' y superior a la prevalencia de TBP en los estudios
realizados en la mayoria de paises con PIB superior al de nuestro
pais'? y podria explicarse por una transiciéon epidemioldgica
en nuestra poblacién con un incremento en la frecuencia de
enfermedades neoplasicas y una reduccién en la frecuencia de
enfermedades infecciosas.

Las caracteristicas operativas de la PCR varian dependiendo de la
técnica utilizada y de la asociacion de otras pruebas diagndsticas y
caracteristicas clinicas del paciente. Se puede observar que el uso
de la RT-PCR requiere menor tiempo, con alta especificidad pero
con baja sensibilidad. Esto hace que la prueba resulte insuficiente
para descartar TBP si la RT-PCR es negativa y no existe otro
diagndstico alterno, y exige realizar el método de referencia
combinado completo. Al tener unos valores de sensibilidad y
especificidad superiores a los obtenidos con las otras pruebas en
forma individual y arrojar resultados en forma mucho mas rapida,
resulta una prueba util para definir tempranamente el manejo
a seguir con un paciente que tenga exudado linfocitario: si es
positiva habria razones validas para comenzar el tratamiento anti
-tuberculoso y si es negativa para no hacerlo. Sin embargo estos
resultados deben ser analizados en el contexto clinico del paciente
y deben confirmarse con el método de referencia (ZN, cultivo y
biopsia), ya que los valores predictivos no son suficientemente
buenos (VPP: 75.0% y VPN: 90.6%) para usar la RT-PCR como
un método diagndstico definitivo; y, de hecho, se presentaron
dos falsos positivos en donde el diagndstico fue mesotelioma y
pleuritis cronica con hiperplasia mesotelial, respectivamente.

Para el presente estudio se utiliz6 un método de referencia
combinado lo que permitié tener un diagndstico definitivo y
objetivo de TBP, y de esta manera hacer una evaluacién mas
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precisa de las caracteristicas operativas de la prueba en estudio,
convirtiéndose en una fortaleza para la presente investigacion. Sin
embargo, debemos sefialar que como debilidad del estudio esta el
tamafio muestral, que resulté bajo para los hallazgos finalmente
encontrados, lo cual aumentdé los intervalos de confianza y
disminuyo6 la precisiéon del estudio. Esto nos obliga a sugerir la
realizacion de estudios de validaciéon de la RT-PCR con mayores
tamafos muestrales, para aumentar la precision de los resultados.

Conclusiones

La RT-PCR para M. tuberculosis en liquido pleural tiene una
buena especificidad para el diagndstico de TBP, pero debido a
que sus valores predictivos no son suficientemente altos, no debe
utilizarse para el diagnostico definitivo de la enfermedad. Su
mayor utilidad seria como método para definir rapidamente la
conducta a seguir con un paciente, mientras llegan los reportes
de las pruebas diagndsticas definitivas. Los cultivos para M.
tuberculosis y los ZN de liquido y tejido pleural tienen menor
rendimiento diagndstico que la RT-PCR y es necesario seguir
usando el método de referencia combinado para establecer el
diagndstico definitivo de la pleuritis linfocitaria.

Es necesario realizar nuevos estudios con un mayor tamafo
muestral con el fin de aumentar la precision de los resultados
previamente establecidos.
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