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RESUMEN

Introduccién. Para el diagndstico de tuberculosis pleural (TBP) el patréon de oro es invasivo
y demorado, lo que dificulta el inicio oportuno del tratamiento.

La RT — PCR ha demostrado ser rapida para el diagndstico de TBP, pero la evidencia para
su validacién en TBP aun es débil y las sensibilidades reportadas han sido subdptimas.
Métodos. Se evaluo la validez de la RT — PCR comparada con un patréon de oro compuesto
mediante un estudio transversal en un hospital universitario de nivel Ill. Se incluyeron
pacientes estudiados consecutivamente por derrame pleural tipo exudado linfocitario. Se
considerd como patrén de oro para el diagndstico de TBP si el paciente tenia al menos una
de las siguientes tres pruebas positiva: ZN o cultivo para MTb en liquido o tejido pleural o
biopsia pleural con granulomas; se descartd TBP si las tres pruebas eran negativas. Se
considerd como caso probable si el patron de oro era negativo pero la RT- PCR positiva y
el ADA mayor de 47UIl/L. Finalmente 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 mostré una sensibilidad del 66,7% (IC 95%: 33,2% - 90,7%) y una
especificidad del 93,5% (IC 95%: 80,3% - 98,9%). La prevalencia de TBP en los exudados
linfocitarios estudiados fue del 22.5%, con un VPP de 75% (IC 95%: 38,8% - 95,6%) y un
VPN de 90,6% (IC 95%: 76,6% - 97,6%). Se encontraron 2 falsos positivos para la RT — PCR,
uno con mesotelioma pleural y otro con pleuritis cronica con hiperplasia mesotelial.
Conclusiones. La RT - PCR para MTb en liquido pleural no deberia utilizarse como método
diagndstico definitivo sino para definir rapidamente el manejo, mientras llegan los

reportes de las pruebas diagndsticas definitivas.

Palabras clave: Palabras clave: Biologia molecular, derrame pleural, Mycobacterium
tuberculosis, tuberculosis, granulomas, hiperplasia, mesotelioma, diagndstico, exudado y

estudios de validacion.



1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una infeccion conocida desde la antigliedad, producida por el

complejo Mycobacterium tuberculosis.

Epidemiolégicamente, la TB tiene distribucion mundial, existiendo aproximadamente 16
millones de personas con TB activa(l). Es la segunda causa de muerte de etiologia
infecciosa en el mundo, y segun la OMS, en la Ultima década aparecieron de 8 a 10
millones de casos nuevos por ano, de los cuales han muerto cerca de 3 millones de

personas(2).

Segun la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) en Colombia se registraron 11.424 casos
nuevos en el 2009, de los cuales 7.597 fueron de tipo pulmonar con baciloscopia positiva
incluyendo las recaidas, 1644 con tuberculosis sin resultado en la baciloscopia o resultado
negativo y los 2.183 restantes extrapulmonares. La incidencia de TB en el pais es de 25
casos de TB por cada 100.000 habitantes. La poblacidn en la cual se presentan mas casos
se encuentra en las edades entre los 25 y 34 afios. Sin embargo, la tasa mas alta es en
personas mayores de 65 afios, siendo los hombres los mas afectados, en todos los grupos

de edad (razén 1,5:1), aunque la diferencia se acentiia a mayor edad(3).

Aunque la mayoria de los pacientes con esta entidad tienen TB pulmonar, el compromiso
extrapulmonar afecta en orden de frecuencia en primer lugar los ganglios linfaticos y en

segundo lugar la pleura, siendo estas la manifestacion inicial en el 25% de los adultos(1, 4)

La TB es la causa mas frecuente de derrames pleurales en muchos paises, por tal motivo
es importante considerar la posibilidad de tuberculosis pleural en todos los pacientes con
un derrame pleural no diagnosticado(5). El derrame pleural como manifestacion aislada
de TB es usualmente autolimitada, con clinica no especifica y naturaleza paucibacilar, pero

puede llevar a enfermedad seria muchos anos después(1).



Dada la naturaleza de la infeccidn, particularmente la forma pleural, la baja sensibilidad de
métodos de laboratorio convencional y la necesidad de realizar biopsia pleural han
motivado la evaluacidn de estrategias diagndsticas alternativas, para conseguir un
diagndstico rapido, no invasivo y certero, elemento importante para el tratamiento de la
enfermedad. Los métodos tradicionales de diagndstico de la enfermedad son la
sintomatologia clinica acompanada de radiografia de térax y del diagndstico
microbioldgico, donde la recoleccion de la muestra representa un paso clave fundamental
en el resultado de estas pruebas (1), ya que no existe una prueba rapida y puntual que

permita hacer el diagndstico temprano de la tuberculosis activa(6, 7).

El estandar de oro para el diagndstico de la TB es la combinaciéon de la identificacidon del
bacilo por microscopia con la identificaciéon del subtipo y su resistencia a antibiodticos
mediante cultivo(5). El Mycobacterium tuberculosis se aisla en cultivo solo en un 20 a 40%
de los casos de una pleuritis tuberculosa confirmada, siendo el rendimiento diagndstico
del cultivo en liquido pleural bajo, pero puede aumentar si también se cultiva una muestra
de tejido pleural(5, 8). Adicionalmente se ha recomendado utilizar otras pruebas en
asociacion con el cultivo como la tincién de Ziehl — Neelsen (ZN), pero esta rara vez es
positiva (< 5% de los casos) debido a la naturaleza paucibacilar de la tuberculosis pleural

(TBP)(5, 8).

Sin embargo, el lento crecimiento del Mycobacterium tuberculosis ha llevado a la
busqueda de pruebas rapidas de diagndstico y de nuevos métodos que lo detectan

directamente en muestras clinicas, sin la necesidad de hacer cultivos(1).

Aunque el derrame pleural por TB podria resolverse en varios meses sin tratamiento, una
falla en el diagnédstico y el manejo de la TBP puede resultar en enfermedad progresiva e
involucrar a otros organos en casi el 65% de los pacientes. Sin embargo, el tratamiento
basado en la sospecha clinica y no en los resultados de diagndstico microbioldgico resulta

en sobretratamiento, retraso en el diagndstico exacto y mayor morbilidad(4).



En los ultimos afos, se ha investigado la utilidad de diversos pardmetros bioquimicos en el
diagndstico de los derrames pleurales tuberculosos (DPTB), donde el Adenosin Deaminasa
(ADA) y el Interferén (INF y) han demostrado utilidad clinica, sin embargo, no hay un nivel
de corte aceptado universalmente, ya que cada centro debe establecer el suyo propio
segln su casuistica y los métodos de determinacion utilizados(9). EIl ADA ha mostrado
tener una alta sensibilidad, excepto en pacientes VIH positivos, y una variable
especificidad, para el diagnéstico de TBP(10). EI INF y ha mostrado tener buena
sensibilidad y especificidad en TBP, ademas de ser igualmente Util en paciente con o sin

VIH (11)

La amplificacion de acidos nucleicos, como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
facilita el diagnostico de TBP al permitirnos obtener el resultado el mismo dia, tiene una
sensibilidad intermedia entre el cultivo y el ZN, y adicionalmente identifica el
Mycobacterium del complejo tuberculosis. Entre las desventajas de este método esta que
requiere de técnicas de laboratorio especializadas, no diferencia entre microorganismos
viables o no viables; y aun se requiere del cultivo para la tipificacion de la bacteria y las
pruebas de sensibilidad. La alta especificidad biolégica de la PCR para M. tuberculosis
sugiere que este método, cuando se usa en combinacion con la medida de actividad de
ADA o niveles de INF y, podria mejorar la eficiencia del diagndstico bacterioldgico del
DPTB (4). La especificidad varia entre el 93-99% vy la sensibilidad oscila entre 37 y 80%
dependiendo el tipo de PCR utilizada, siendo la sensibilidad aun baja para poderla
recomendar como patrén de oro en el diagndstico de TBP (9). Es por esto que para que
pueda ser utilizada ampliamente en el diagndstico de la TBP, es necesario evaluar estos
aspectos y comparar los resultados de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (en inglés real time: RT — PCR) sondas de hibridacion con los de métodos tradicionales
de diagnostico (patron de oro) en nuestra institucion, para lo cual hemos realizado el

presente estudio.
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2. MARCO TEORICO

2.1. EPIDEMIOLOGIA

Segun lo reportado por el Instituto Nacional de Salud correspondiente al acumulado hasta
la semana epidemioldgica 36 del afio 2012, se han reportado 8446 casos de tuberculosis,
el 73,4% ingresaron como confirmados por laboratorio. En la semana epidemioldgica 30
del 2012 de 7194 casos, el 24,1% fueron confirmados por clinica y el 1,3% restante
ingresaron confirmados por nexo epidemioldgico. En cuanto al tipo de tuberculosis,
siguiendo el comportamiento regular para el evento, el 79.6% de los casos corresponde al
tipo pulmonar, y durante la semana epidemioldgica 30 del 2012 el 17,7% de los casos
correspondieron al tipo extrapulmonar y el 2,6% restante al tipo meningitis tuberculosa. El
51,9% de los casos los notificaron los departamentos de Antioquia, Valle del Cauca y los

distritos de Bogota y Barranquilla(12).

El mas reciente reporte global de TB (2010) mostré que 9.4 millones de casos nuevos de
TB fueron reportados en 2009, y de estos 1.7 millones de personas murieron por dicha

causa.(13)

La frecuencia de TB como causa de derrame pleural varia. En Estados Unidos, segun lo
reportado por Richard W. Light, se encontraron solo 3000 casos de derrame pleural por
TB, representando asi la décima causa de derrame pleural (14). En contraste, en los paises
en via de desarrollo donde la TB es endémica, la TB es la causa mas frecuente de derrame

pleural (15).

2.2. FISIOPATOLOGIA:

El derrame pleural tuberculoso puede corresponder a una infeccidén primaria, postprimaria

0 a una reactivaciéon. Un derrame pleural tuberculoso que se presenta en ausencia de
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hallazgos radioldgicos aparentes de TB puede ser secuela de una infeccion primaria que se
presentd 6 a 12 semanas antes, o puede representar una reactivacion de la infeccién (5,

16).

La TBP se inicia con la ruptura de un foco caseoso subpleural del pulmdn en el espacio
pleural que puede incluir bacilos viables o no viables. Después de la ruptura del foco
caseoso, los antigenos de las micobacterias que entran en el espacio pleural interaccionan
con los linfocitos T-CD4, lo que resulta en una reaccidon inmunogénica de hipersensibilidad
retardada(5, 17). El derrame pleural tuberculoso se produce cuando la reaccién de
hipersensibilidad produce un aumento de la permeabilidad de los capilares pleurales a las
proteinas lo que aumenta los niveles de proteinas en el liquido pleural y esto genera una
mayor tasa de produccién de liquido pleural. Adicionalmente la pleuritis linfocitica
produce obstruccidén de los linfaticos en la pleura parietal, y esto conlleva a una menor
depuracion del liquido desde el espacio pleural. Por lo tanto, la acumulacidn de liquido en
el espacio pleural se produce por un aumento en la produccion de liquido y una
disminucion en su remocion(18). También se ha descrito que el derrame pleural

tuberculoso puede ser secundario a una diseminacién linfatica o hematégena.

Las células involucradas son los neutréfilos, monocitos, macréfagos e INF y, produciendo
activacion de los linfocitos Th1, siendo estos los efectores de la respuesta inmune
protectora, y han sido las células mdas extensamente investigadas en términos de
expresion de receptores TRC antigeno especificos, marcadores funcionales y produccion
de citoquinas asociado con el control de la infeccion (infeccién latente) vs pérdida del
control inmune (TB activa)(7). Las siguientes quimiocinas: Interleucina (IL)-8, péptido
activador de neutrofilos-2 (NAP-2), proteina inflamatoria de macréfagos-1 (MIP-1),
proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), factor de necrosis tumoral a (TNF a) y

lasIL 1, 6 y 12 estan involucradas en el proceso inmunoldgico. (5)
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La reaccidn de hipersensibilidad esta mediada por los linfocitos Thl para contener al M.
tuberculosis, sin embargo los efectos protectores de esta respuesta son antagonizados por
la actividad de los linfocitos Th2, principalmente por la IL-4 que estos liberan. La
predominancia en la respuesta Th1 en la TBP se demuestra por los niveles marcadamente
elevados del INF y en el liquido pleural comparado con la sangre periférica del mismo

paciente (5, 19).

2.3. MANIFESTACIONES CLINICAS

La TBP se manifiesta como una enfermedad aguda, con aproximadamente un tercio de los
pacientes sintomaticos por menos de una semana y dos tercios de los pacientes por
menos de un mes (17). Los sintomas mas comunes son dolor pleuritico (75%), y tos no
productiva (70%). La TBP es mas frecuente en los pacientes jovenes, con una edad media
de presentacion de 28 afos, mientras que la TB pulmonar es mas frecuente en los
mayores de 54 anos (20). Sin embargo, se ha demostrado un aumento en la edad de
presentacion de la TBP en los mayores de 56 afos, en un 19%, como consecuencia de una
reactivacion de la infeccidn. Por lo tanto, se debe sospechar TB en todo paciente adulto o

anciano con un derrame pleural unilateral(2).

En la mayoria de los pacientes la enfermedad se caracteriza por el inicio subagudo de
fiebre, tos, dolor pleuritico, disnea. En series representativas, la fiebre de alto grado
(86%), dolor toracico (75%) y tos (70%) fueron los sintomas mas frecuentes, seguidos de
una serie de manifestaciones inespecificas como anorexia, pérdida de peso, malestar,
debilidad generalizada, fatiga y diaforesis nocturna. El 7% de los pacientes de este estudio
cursaron con enfermedad severa definida como fiebre de alto grado persistente mayor de

38.32C por mas de 2 semanas (21).

Los derrames pleurales tuberculosos tipicamente son pequefios y ocupan menos de 2/3

del hemitorax comprometido. Los pacientes VIH positivos con TBP suelen ser de mayor
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edad, y son mas frecuentemente positivos para el ZN, el cultivo y la biopsia, ademas de

mostrar mayor incidencia de enfermedad diseminada(21).

2.4. TECNICAS DE DIAGNOSTICO EN TUBERCULOSIS:

Se han desarrollado una amplia gama de técnicas de laboratorio para el diagndstico de
tuberculosis activa. Ninguna prueba sola es perfecta, y desafortunadamente, muchos

clinicos confian en métodos que fueron desarrollados hace incluso 100 afios (4, 12, 22).

El examen directo del liquido pleural y la tincién de Ziehl-Neelsen (ZN) requieren
concentraciones bacilares de 10% a 10° microorganismos/mL (4, 12, 22) y a pesar de ello
tienen una baja sensibilidad (0-1%), no puede diferenciar entre el M. tuberculosis y otras
especies de micobacterias; sin embargo tiene la ventaja que es una prueba simple y
econdémica que nos permite tener los resultados el mismo dia y su montaje puede ser

realizado en laboratorios de baja complejidad (4, 12, 22).

El cultivo en un medio sélido (Lowenstein-Jensen u Ogawa-Kudoh en huevo 6 Middle-
Brook en agar) es el estandar de oro para el aislamiento del M. tuberculosis con una
sensibilidad del 11 a 50%, detecta de 10 a 100 microorganismos/mL, permite la
tipificacion y sensibilidad a medicamentos; sin embargo su principal limitaciéon es que

toma de tres a ocho semanas el resultado (23)

La escasez de bacilos y las caracteristicas citoquimicas del liquido pleural no especificas de
TBP obligan a realizar procedimientos mas invasivos tales como biopsia pleural o

toracotomia para el diagnéstico diferencial(4).

Una biopsia de la pleura con la recoleccion de 3 6 4 muestras para el estudio histoldgico,
tincion de ZN y cultivo del tejido pleural, confirma el diagndstico en un 65 a 75% de los

pacientes a los que se les ha hecho diagndstico de TBP (8). La sensibilidad de la biopsia
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pleural es superior ya sea por cultivo (39-79%) o por hallazgos histoldgicos (71-80%), sin
embargo este procedimiento requiere mayor experiencia, es mas invasivo y esta sujeto a
errores en la toma de las muestras(4). Un segundo set de muestras en los pacientes en
gue inicialmente salié la biopsia negativa aumenta el rendimiento diagndstico a un 80 a
90%(8). La combinacién de biopsia pleural para estudio histolégico y cultivo de liquido o

tejido es actualmente el método diagndstico mas sensible(24).

Los resultados de la toracoscopia casi siempre son diagndsticos pero este es un

procedimiento invasivo, costoso y no siempre estd disponible(8).

En el caso usual de una pleuresia postprimaria con derrame, el ZN del sedimento del
liquido es rara vez positiva, el cultivo es positivo en 25 a 30 % de los casos, la biopsia con
evidencia de granulomas es positiva en un 75% , y el cultivo de la biopsia es positivo hasta
en un 25% de los casos con pleuritis inespecifica en la histologia(23). En los casos en que el
derrame esta complicando una tuberculosis pulmonar crénica es mas frecuente que el ZN
del liquido pleural sea positivo en un 50% de los casos y que los cultivos sean positivos en
un 60% pero es menos frecuente que la biopsia pleural demuestre granulomas (25% de los
casos), y es en estos pacientes en los que se debe repetir la biopsia para establecer el

diagnostico (23).

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 macréfagos y neutréfilos, siendo indicativa de respuesta inflamatoria
local activa (4, 5). La determinacion de la isoenzima ADA2 podria aumentar la precision ya
que es liberada de los monocitos y es encontrada en una alta concentracién en pleuritis
por TB. Varios estudios han sugerido que niveles mayores de ADA en liquido pleural
predicen mejor el diagnéstico 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
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discriminar entre derrame pleural por TB y malignidad fue del 95%, siendo baja para la

diferenciacién entre derrame paraneumaonico (5).

El INF y es una linfocina liberada por los linfocitos CD4+ sensibilizados, que aumenta la
actividad micobactericida de los macréfagos. Numerosos estudios han demostrado su
utilidad en el diagndstico de los DPTB. En un meta-analisis reciente, su maxima

sensibilidad y especificidad conjuntas fue del 96% (9).

Individualmente, el ADA y el INF y han mostrado ser sensibles y especificos para TBP en
poblaciones con una alta prevalencia de TB; sin embargo la evaluacion indirecta de la
actividad del ADA, la limitada informacion acerca del INF y en liquido pleural y el riesgo de
falsos positivos en poblaciones con baja prevalencia de TB han limitado el uso rutinario de
estas pruebas(4). Se debe tener en cuenta la alta rentabilidad del ADA y el mayor coste del
IFN-y, asi como la experiencia de cada laboratorio, para la seleccidn de estos parametros

en la practica clinica (9).

La PCR se basa en la amplificacion del acido desoxirribonucleico (ADN) de la micobacteria,
sus resultados dependen de la técnica utilizada, asi como del niumero de bacilos en la
muestra de liquido analizada, siendo positiva en el 100% de los DPTB con cultivo positivo y
en el 30-60% de los liquidos con cultivo negativo(9). Comercialmente se cuenta con
pruebas artesanales y comerciales, de las cuales, las pruebas llamadas artesanales,
producen resultados altamente inconsistentes comparado con las comerciales, que estan
estandarizadas(6) y en las que se ha encontrado una alta especificidad (98%) pero con una
baja o variable sensibilidad (62%), no siendo util para excluir la enfermedad(5).

Existen 2 grandes obstaculos al éxito de la técnica: la ruptura de la pared celular
micobacteriana y la extracciéon del ADN; y la presencia de inhibidores de la PCR. La
manipulacion necesaria para la extraccion del ADN condiciona la posibilidad de
contaminacién cruzada, adicionalmente se utilizan reactivos y procedimientos agresivos

gue podrian producir perdida del genoma micobacteriano presente en la muestra y por
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otra parte existe la variabilidad bioldgica y la amplificacion inespecifica lo que podria
alterar la especificidad y sensibilidad de la técnica. Esta prueba es particularmente util en
infecciones no baciliferas y en pacientes con cuadros atipicos asociados con VIH o a la
inmunosupresion por trasplante(25).

El rendimiento de la prueba dependera de la probabilidad pretest. Sin embargo, hasta el
2008 ningun kit comercial ha sido aprobado por los Estados Unidos en la Food and Drug
Administration para el diagndstico de la TB extrapulmonar, por ende la PCR no puede ser

utilizada de forma aislada para descartar o confirmar TBP (5).

2.4.1. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL (en inglés real
time: RT - PCR):

La RT — PCR es una técnica donde los procesos de amplificacion y deteccion se producen
de manera simultanea en el mismo vial. Los termocicladores para llevar a cabo la RT - PCR
incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir la fluorescencia
emitida en cada uno de los viales donde se realiza la amplificacién. Mediante la deteccidn
de la fluorescencia se puede medir, durante la amplificacién, la cantidad de ADN
sintetizado en cada momento, ya que la emision de fluorescencia producida en la reaccién
es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y registrar en todo
momento la cinética de la reaccién de amplificacién. Los sistemas de deteccién por
fluorescencia empleados en la RT — PCR pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y

sondas especificas marcadas con fluorocromos(26).

Los agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan notablemente la emisidon de
fluorescencia cuando se unen a ADN de doble hélice. El mas empleado en RT — PCR es el
SYBR Green | (26). La optimizacion de las condiciones de la reaccion es facil y es
economico. El principal inconveniente de los agentes intercalantes es su baja
especificidad, debido a que se unen de manera indistinta a productos generados

inespecificamente o a dimeros de cebadores, muy frecuentes en la PCR. Para mejorar la



17

especificidad se deben emplear condiciones de reaccién Optimas y una seleccion
cuidadosa de los cebadores para disminuir el riesgo de formacion de dimeros. Ademas, es
recomendable iniciar la reaccién de sintesis de ADN a temperaturas elevadas (hot-start
PCR) lo cual disminuye de forma notable el riesgo de amplificaciones inespecificas. Por
otra parte, los agentes intercalantes no permiten la identificacién de polimorfismos en la

secuencia diana (26).

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 mas utilizadas son
(26):

1. Sondas de hidrdlisis, denominadas también sondas TagMan. Son secuencias de
oligonucledtidos: dos primers y dos pruebas, marcados con un fluorocromo donador en el
extremo 5 que emite fluorescencia al ser excitado y un fluorocromo aceptor en el
extremo 3’ que absorbe la fluorescencia liberada por el donador. La secuencia de las dos
pruebas es seleccionada de manera que puedan hibridarse con la secuencia objetivo de
una forma cabeza a cola (27). Para que esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora
deben estar espacialmente proximas. Ademas, el espectro de emision de la primera se ha
de solapar con el espectro de absorcidn de la segunda. Mientras la sonda estd intacta, la
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la
amplificacién de ADN diana, la sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al
desplazarse a lo largo de la cadena, en su accion de sintesis, la ADN polimerasa de
Thermus aquaticus, que tiene actividad 5" exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5’ de la
sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador. Como donador y aceptor
estan, ahora, espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada
por el lector (26). La cantidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad
de ADN objetivo generado durante el proceso de PCR(27). Estas pruebas de hibridacion
han sido utilizadas para diferenciar el complejo M. tuberculosis, M. avium y otras

micobacterias no tuberculosas(27).
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2. Molecular beacons. Tienen una molécula donadora en el extremo 5’ y una aceptora en
el extremo 3’ pero, ademas, presentan una estructura secundaria en forma de asa, en la
gue reside la secuencia de unién especifica con el ADN diana. Los extremos permanecen
plegados cuando la sonda no esta hibridada, lo que conlleva que donador y aceptor estén
muy cerca uno de otro, sin embargo, al hibridar con el ADN diana la sonda se abre,
alejandose donador y aceptor, pudiendo ser detectada la fluorescencia emitida por el
primero(26).

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’ y la 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(26).

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
deteccidén y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales, pero su coste es
mas elevado que el SYBR Green y la optimizacidn de las condiciones de la reaccién resulta

mas dificil (26).

La RT-PCR se ha convertido en un método ampliamente utilizado para la determinacién
tanto cuantitativa como cualitativa de los objetivos moleculares. El poder de la RT — PCR
estd en que la respuesta de la fluorescencia observada es una medida directa de la

dinamica de la reaccion del proceso de amplificacién(28).

La RT — PCR se compara muy favorablemente con el cultivo para la deteccidn directa de las
micobacterias, en especial M. tuberculosis, avium y bovis. La combinacién de la RT — PCR

con secuencias especificas de pruebas fluorogénicas tiene el potencial de optimizar la
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deteccion del ADN o ARN de la micobacteria en esputo, lavado broncoalveolar, LCR,

liquido pleural y muestras tisulares(27).

La prueba diagndstica evaluada en el presente trabajo es MTB Real — TM (Equipo de RT —
PCR para la detecciéon del complejo Mycobacterium tuberculosis) la cual es un test de
amplificacién en tiempo real para la deteccidn cualitativa del complejo M. tuberculosis en
materiales bioldgicos. EIl ADN es extraido de las muestras, amplificado y detectado
mediante sondas fluorescentes especificas para M. tuberculosis y M. tuberculosis (control
interno). M. tuberculosis (control interno) es un fragmento de ADN de insercién IS 6110 de
M. tuberculosis modificado y clonado en el bacteriofago A, conteniendo fragmentos de

ADN usados en el equipo como matriz para el primer.
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3. JUSTIFICACION

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa que actualmente representa un
grave problema de salud publica en Colombia. A pesar de los multiples esfuerzos de los
ultimos afos, la TB continda siendo una causa importante de mortalidad en el mundo y un

reto para todos los paises en términos de salud publica.

Dada la naturaleza de la infeccidon, particularmente la forma pulmonar, un diagnéstico
rapido y certero es un elemento importante para curar y controlar la enfermedad. Los
patrones de enfermedad han ido cambiando, con una mayor incidencia de enfermedad

diseminada y compromiso extrapulmonar, dentro de los cuales estd la forma pleural.

Un diagndstico oportuno permite disminuir las secuelas de la infeccion y el inicio
temprano de la terapia antituberculosa puede disminuir la morbimortalidad, y la

propagacion de la infeccidén en la poblacion.

Se debe tener presente que una coloracién para bacilos acido-alcohol resistentes
negativa, la ausencia de granulomas en la histopatologia, y la negatividad en el cultivo del
Mycobacterium tuberculosis no excluye el diagndstico, ya que el cultivo requiere mas de
10 bacilos/mL para ser positivo. Adicionalmente, a pesar de ser la prueba patron de oro
para el diagndstico, esta tarda entre 3 y 8 semanas para el aislamiento del
microorganismo, lo cual retrasa el diagndstico e inicio de tratamiento tempranos. Es por
esto que se han desarrollado nuevas modalidades diagndsticas como la determinacion de
PCR, que permitan una aproximacion diagndstica mas rapida para la implementacion
oportuna del tratamiento, evitando exponer al paciente a los efectos secundarios de los

mismos, sin tener una confirmacion diagndstica.

La PCR puede realizarse en tan solo 24 a 48 horas y es capaz de demostrar la presencia de

fragmentos de ADN micobacteriano en muestras bioldgicas de pacientes con sospecha
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clinica de tuberculosis y resultados negativos en la tincidn de Ziehl-Neelsen o el cultivo, lo
cual resulta particularmente util en infecciones paucibacilares como es el caso de la TBP y

en pacientes con cuadros atipicos asociados con inmunodeficiencias.

Existen diversos estudios de PCR para el diagnéstico de TBP alrededor del mundo, en los
cuales se han utilizado PCR artesanales y comerciales, con el uso de diferentes Kit que
hacen que los resultados no sean completamente homogéneos. En un metaanalisis
publicado por Pai M, Flores LL, et al en el BMC of Infectious Diseases en el afio 2004, en el
cual se reportan especificidades entre el 93% y el 98%, sin embargo bajas sensibilidades
que van desde el 37% al 77%(29). En otro estudio publicado en el Journal of Clinical
Microbiology de septiembre de 2005 por Soumitesh Chakravorty S, Manas Kamal Sen, and
Jaya Sivaswami Tyagi, encontraron sensibilidades hasta del 75% con una especificidad
superior al 93%(30). En Taiwan, los investigadores Kuan-Ting Liu, Wei-Juin Su y Reury-
Perng Taipei en Julio de 2007 se reportd una sensibilidad del 43% con una especificidad
del 95.5%(31). Por ultimo en el afio 2011 se publicd un estudio por Yatiraj Kalantri Y,
Hemvani N. en el International Journal of Infectious Diseases donde compararon el INFy,
ADA, IgA y la RT — PCR con un patrén de oro combinado, encontrando una sensibilidad del

80% con una especificidad del 98% (32).

Para el uso de una prueba como estandar de oro para diagndstico, ésta debe estar
previamente validada y debe tener caracteristicas operativas estadisticamente aceptadas
por lo que su sensibilidad y especificidad deben ser idealmente superiores al 80%. Es por
esto que el objetivo principal del presente trabajo es establecer las caracteristicas
operativas de la RT —PCR sondas de hibridacion para el diagndstico de tuberculosis pleural.
Para esto se compard dicha prueba con un estandar de oro combinado que incluyd

cultivo, histopatologia y la coloracion de ZN del liquido y/o tejido pleural(5).

Con lo anterior se estaria contribuyendo con la incorporacidon de un método diagndstico
gue evite someter a los pacientes al riesgo de una biopsia pleural, obteniendo resultados
en un menor tiempo y con un peso estadisticamente significativo que le permita al clinico,

en pacientes con sospecha de TBP, el diagndstico rapido y el inicio oportuno del
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tratamiento con plena confianza en el método utilizado, reduciendo su morbimortalidad y
estancia hospitalaria y torndndose en una prueba costo-efectiva con impacto en salud

publica por ser esta una entidad infectocontagiosa de alta prevalencia en nuestro pais.
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4. OBIJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer las caracteristicas operativas de la RT —PCR sondas de hibridacidn, para el
diagndstico de tuberculosis pleural en pacientes con derrame pleural tipo exudado

linfocitario.

4.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la sensibilidad y especificidad de la RT —PCR sondas de hibridacién en
liquido pleural para diagndstico de TBP.

2. Precisar el valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) de la RT —
PCR sondas de hibridacion en liquido pleural para diagnéstico de TBP.

3. Fijar los falsos positivos y negativos de la RT —PCR sondas de hibridacién en liquido
pleural para diagndstico de TBP.

4. Comparar la sensibilidad y especificidad de cultivo de M. tuberculosis y PCR en liquido
pleural para diagndstico de TBP.

5. Comparar la sensibilidad y especificidad del Ziehl- Neelsen y PCR en liquido pleural

para diagndstico de TBP.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. PREGUNTA DE INVESTIGACION

éCudles son las caracteristicas operativas de la RT —PCR sondas de hibridacion para el

diagndstico de TBP en pacientes con derrame pleural tipo exudado linfocitario?

5.2. TIPO DE ESTUDIO

Estudio de validacidon de pruebas diagndsticas de corte transversal para determinar la
probabilidad de que pacientes con derrame pleural tipo exudado linfocitario cursen con
TBP al tener una RT —PCR sondas de hibridacion en liquido pleural positiva para
Mycobacterium tuberculosis comparando dicho resultado con el patrén de oro y de esta
forma poder definir las caracteristicas operativas de la RT —PCR sondas de hibridacién para

el diagndstico de TBP.

Para esto se establecio la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor
predictivo negativo (VPN) y LR para esta prueba diagndstica, y se tomd un estandar de oro
combinado fijado de la siguiente forma:

- Cultivo de liquido o tejido pleural para M. tuberculosis

- Ziehl-Neelsen de liquido o tejido pleural

- Histologia de tejido pleural con granulomas
Con la presencia de una de estas tres pruebas diagndsticas positiva se confirma la
enfermedad por M. tuberculosis y dicha entidad se descarta si los tres son negativos.
A los pacientes que cursaron con RT —PCR sondas de hibridacion en liquido o tejido pleural
positiva y el estandar de oro negativo se les realizé seguimiento clinico via telefénica y/o

presencial, para determinar su evolucion en un periodo de tiempo de 6 meses.
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5.3. POBLACION DE ESTUDIO

Todos los pacientes estudiados por derrame pleural tipo exudado linfocitario durante el
periodo comprendido entre el 1 de septiembre de 2009 hasta el 1 de octubre de 2012
cuando se completd el tamafio de muestra calculado para alcanzar los objetivos del

estudio.

5.3.1. Muestra:
e Pacientes en estudio de derrame pleural tipo exudado linfocitario
e Tamafio de la muestra:
Para obtener una sensibilidad del 90% y una especificidad del 95% para RT —PCR sondas de
hibridacion en liquido pleural, donde el 50% de los pacientes con derrame pleural tipo
exudado linfocitario tienen diagndstico de TBP y se estimd un ancho del intervalo de
confianza (IC) del 95% en 0.1, se necesité una muestra de 34 pacientes con derrame

pleural tipo exudado linfocitario (33, 34).

DISENO A UNA MUESTRA (two-sided test: Z; 35=1,96)

Confianza en %: (1-error alfa)*100 95% 1,96
Potencia en % (1-error beta)*100 80% 0,84
Sensibilidad conocida (Sekngwn) 0,60
Sensibilidad planeada (Sea,) 0,90
Prevalencia de la enfermedad (nDisease) 0,50
N (enfermos: Npicease) 16,34
N (enfermos: Npigease) REDONDEADO 17,00
N 3400

N (redondeado) 34 n=

Tabla 1. Disefio de la muestra

5.3.2. Criterios de inclusidn:

e Pacientes con derrame pleural tipo exudado linfocitario



26

e Pacientes con estudio de liquido pleural que incluya una de las siguientes pruebas
positiva o las tres negativas: ZN de liquido o tejido pleural, cultivo de liquido o tejido
pleural para M. tuberculosis y/o histologia de tejido pleural con granulomas

e RT —-PCR sondas de hibridacion de liquido pleural para estudio de M. tuberculosis

e Técnica de procesamiento igual para cada una de las pruebas.

5.4. REVISION DE LA LITERATURA

La revision de la literatura, para la estructuralizacién del presente trabajo se realizé de
textos basicos como Principles and practice of infectious diseases. 6th. ed. Mandell,
Bennett & Dolin; Pleural Diseases. 5th. Ed. Richard W. Light y el libro de microbiologia y
parasitologia de Murray. Adicionalmente la busqueda actualizada de literatura se realizo
mediante buscadores especializados como PubMed, Ovid y MDconsult buscando un

estado del arte actualizado y de profundidad cientifica.

5.5. RECOLECCION DE DATOS

Nos dirigimos al departamento de Infectologia con el fin de determinar el niumero de
casos de infeccion por M. tuberculosis en el HUS y de ella cuanto corresponde a TBP para
establecer el tamafio de la muestra (Ver Anexo 1.).

Posteriormente realizamos una investigacion exhaustiva en los registros del laboratorio de
biologia molecular para establecer cuantos estudios de liquido y tejido pleural contaban
con RT —PCR sondas de hibridacién durante el periodo de la investigaciéon. De dichos
liquidos se verificd en microbiologia las caracteristicas citoquimicas y cuales de estas
muestras tenian cultivo para M. tuberculosis y ZN. Finalmente indagamos en el
departamento de patologia acerca de las muestras de tejido pleural que contaban con ZN,

cultivo para M. tuberculsis y estudio histoldgico de pleura. (Ver Anexo 2y 3.).
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Posteriormente se revisaron las historias clinicas de los pacientes con el fin de establecer
caracteristicas clinicas que se asociaran con el diagndstico bacterioldgico o histolédgico de
TBP y las conductas de tratamiento a los que fueron sometidos, se buscaron los numeros
telefonicos y/o notas de control médico de todos los pacientes que tuvieron RT —PCR
sondas de hibridacidn positiva con el patron de oro combinado negativo y se realizé un
seguimiento a 6 meses para evaluar la evolucién clinica de dichos pacientes (Ver Anexo

4.).

Una vez recolectada la informacion, nos dispusimos a realizar su respectiva codificacion y
tabulacion por doble entrada, para esto se utilizé un instrumento disefiado para la

recoleccion de datos que facilité su tabulacidén y posterior analisis (Ver Anexo 2.).

5.6. RESULTADOS

Se realizaron tablas de contingencia comparando la PCR con el patrén de oro para
determinar su sensibilidad, especificidad, falsos positivos, falsos negativos y valores
predictivos. Para lo anterior la informacion se introdujo en bases de datos por doble
entrada y luego se confrontaron para valorar errores en la digitacion y corregirlos.
Finalmente el analisis de los datos se realizd mediante la utilizacién del software SPSS

version 15.
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Tabla 2. Resultados en las diferentes pruebas diagndsticas con respecto al diagndstico de TBP segun

el diagnéstico definitivo obtenido por el patrén de oro.

RT-PCR en Cultivo MTb Cultivo MTb Histologia
ZN liquido 2N tejido

Diagnéstico Definitivo N liquido liquido tejido pleura de TBP

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 - - - 5
Pleuritis crénica con

2 1 1 - 2 - 1 - 2 - - - 2

hiperplasia mesotelial
Otros Tumores 5 - 5 - 5 - - - 5 - - - 5
Pleuritis inespecifica 19 - 19 - 17 - 2 - 18 - 1 - 19

Nota: TBP: tuberculosis pleural; RT-PCR: reaccidon en cadena de

Neelsen; MTh: Mycobacterium tuberculosis.

5.7. ANALISIS DE RESULTADOS

Participantes y resultados:

la polimerasa en tiempo real; ZN: coloracién de Ziehl

Se obtuvo una poblacién de 60 pacientes en estudio de derrame pleural en el HUS durante

el periodo del estudio, de los cuales 40 cumplieron con los criterios de inclusion y de estos

a nueve (prevalencia de 22,5%) se les confirmo el diagndstico de TBP con el patron de oro.

De estos nueve pacientes confirmados con TBP, 6 fueron positivos y 3 negativos para la RT

— PCR. No hubo pacientes con TBP probable. Se presentaron 2 falsos positivos para la RT —

PCR, uno con un mesotelioma pleural y el otro con una pleuritis crénica con hiperplasia

mesotelial (ver Figura 1.). En los pacientes con diagndstico de TBP encontramos una media

de 47,4 afos de edad con una desviacidén estandar de + 15,20. El 66,7% de los pacientes

con TBP fueron hombres y el 33,3% restante fueron mujeres.




tipo exudado linfocitario (n=60)

| Pacientes con derrame pleural |
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Pacientes con TBP (Patrén
de oro positivo) (n=9)

No cumplian con criterios
de inclusién (n=20)

Pacientes sin TBP (Patron
de oro negativo) (n=31)

RT —PCR positiva
(n=6)

RT —PCR negativa
(n=3)

RT —PCR positiva
(n=2)

RT —PCR negativa
(n=29)

Figura 1. Diagrama de flujo: RT — PCR en liquido pleural para diagndstico de TBP.

Nota: TBP: tuberculosis pleural; RT-PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real

Estimaciones: Para la prueba en estudio (RT — PCR cualitativa para MTb) se calculd una

sensibilidad del 66,7% (IC 95%: 33,2% - 90,7%) y una especificidad del 93,5% (IC 95%:

80,3% - 98,9%). EI VPP fue 75% (IC 95%: 38,8% - 95,6%) y el VPN fue 90,6% (IC 95%: 76,6%

-97,6%) (ver Tabla 1).

Con respecto al cultivo para MTb en liquido pleural se encontré una sensibilidad del 55,6%

(1C95%: 39,7% - 89,2%) con una especificidad del 100% (IC 95%: 87,1 — 100%); y para el ZN

en liquido pleural se calculd una sensibilidad del 22,2% (IC 95%: 39,7% - 89,2%) con una

especificidad del 100% (IC 95%: 87,1% - 100%) (ver Tabla 1).
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6. DISCUSION

Segun los resultados obtenidos y analizados por el método descrito se establecieron las
caracteristicas operativas de la RT —PCR para el diagnéstico de MTb en liquido pleural en el
HUS. Se determind una sensibilidad (66,7%) similar a lo encontrado en estudios
previamente referenciados (29-32). Por otra parte, la especificidad calculada fue
relativamente alta (93,5%) y ambos resultados fueron similares a lo encontrado por otros

autores.

Con respecto al cultivo para MTb en liquido pleural se encontré 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 patrén de oro 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 de tal manera que obliga a recurrir a una prueba rdpida, como la RT — PCR, para

definir el manejo inicial del paciente.

En el meta-andlisis publicado en el afio 2004 por Pai M, et al. (29), se evalué 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 investigaciéon para RT — PCR. Los estudios incluidos en este meta-analisis tenian
tamafios muestrales pequefios y eran heterogéneos, los patrones de oro utilizados
incluian cultivo para MTb, hallazgos clinicos, microbiologia o biopsia, de tal forma que
estos patrones de oro carecen de precisidn para dar un diagnéstico definitivo y dificultan
la validacion de la prueba en estudio. Posteriormente en el aiio 2005, Chakravorty S, et al.
(30), utilizaron el ensayo 1S6110 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 patrén de oro
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compuesto, no bien definido, dado por la clinica, microbiologia, cito/histologia y la
respuesta a tratamiento, con una muestra de 87 pacientes. En el afio 2007 en Taiwan, Liu
K, et al.(31), publicaron un estudio de PCR artesanal utilizando el segmento 156110,
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 patrén de oro combinado se incluyd la clinica y la respuesta al
tratamiento empirico lo que dificulta realizar una evaluacién objetiva. Y finalmente en el
afo 2011 Kalantri Y, et al. (32), con una poblacion de 204 casos divididos en 3 grupos por
su forma de diagndstico (confirmada, probable y sin TBP) reporté una sensibilidad del 80%
al tener un patréon de oro 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% similar a la descrita en el presente trabajo.

Segun lo encontrado en la literatura y lo analizado en este estudio, las caracteristicas
operativas de la PCR varian dependiendo de la técnica utilizada y de la asociacién de otras
pruebas diagndsticas y caracteristicas clinicas del paciente. Se puede observar que el uso
de la RT — PCR arroja resultados en menor tiempo, con alta especificidad pero una 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 patréon de oro
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 rdpida, 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 patrén de oro (ZN, cultivo y biopsia), ya que los valores predictivos no
son suficientemente buenos (VPP: 75% y VPN: 90.6%) para usar la RT — PCR como un

método diagndstico definitivo; y, de hecho, se presentaron dos falsos positivos en donde
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el diagndstico fue mesotelioma y pleuritis crdnica con hiperplasia mesotelial,

respectivamente.

Para el presente estudio se utilizé6 un patron de oro combinado lo que permitié tener un
diagndstico definitivo y objetivo de TBP, y de esta manera hacer una evaluacién mas
precisa de las caracteristicas operativas de la prueba en estudio, convirtiéndose en una
fortaleza para la presente investigacidon. Sin embargo, debemos sefalar que como
debilidad del estudio estd el tamafo muestral, que resultd bajo para los hallazgos
finalmente encontrados, lo cual aumentd los intervalos de confianza y disminuyé la
precision del estudio. Esto nos obliga a sugerir la realizacién de estudios de validacién de

la RT-PCR con mayores tamafios muestrales, para aumentar la precision de los resultados.
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7. CONCUSIONES

La RT — PCR para MTb 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 diagndstico 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 diagnodsticas definitivas. Los cultivos para MTb y los ZN de liquido
y tejido pleural tienen menor rendimiento diagndstico que la RT — PCR y es necesario
seguir usando el patrén de oro 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.

8. ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

El desarrollo del presente trabajo se realizd basados en la resolucion nimero 8430 de
1993(Octubre 4) por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas
para la investigacion en salud y donde el ministro de salud en ejercicio de sus atribuciones
legales en especial las conferidas por el decreto 2164 de 1992 y la Ley 10 de 1990
determina( Art. 1.) las disposiciones de estas normas cientificas las cuales tienen por
objeto establecer los requisitos para el desarrollo de la actividad investigativa en salud.
Para efectos de este reglamento, la investigaciéon de que trata el presente trabajo
pertenece a la categoria (Art. 11.) de riesgo minimo ya que se trata de un estudio de corte
transversal que empled el registro de datos a través de revisidn de historias clinicas y
entrevistas para extraer resultados de datos clinicos y paraclinicos (microbiologia,
patologia y biologia molecular) realizados al paciente como parte de métodos
tradicionales de diagndstico (patréon de oro: estudio de liquido pleural y tejido pleural) en

nuestra institucion para estudio de TBP. Adicionalmente se tomd una pequena cantidad
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de liquido pleural del ya tomado al paciente, para procesar la RT —PCR sondas de
hibridacion que es la prueba en investigacidon. Se debe aclarar que para esto no se requirio
realizar intervenciones invasivas adicionales a las que se requieren para su estudio
habitual y que el realizar esta prueba en el liquido pleural extraido no representd ningln
riesgo para la vida e integridad del paciente. Por ende no se realiza ninguna intervencion o
modificacion intencionada de las variables bioldgicas, fisioldgicas, psicoldgicas o sociales

de los individuos que participaron en el estudio.

El investigador principal se comprometié a suspender la investigacion de inmediato, al
advertir algun riesgo o dafio para la salud del sujeto en quien se realizé la investigacion.
Asi mismo, existia la posibilidad de excluir de inmediato aquellos sujetos de investigacion

que asi lo hubieren solicitado (Art.12).

Se disefid un Consentimiento Informado (Ver anexo 6.) para dejar una constancia escrita
del acuerdo mediante el cual el sujeto de investigacién o en su caso, su representante
legal, autoriza su participacidon en la investigacidon, con pleno conocimiento de la
naturaleza de los procedimientos, beneficios y riesgos a que se someterd, con la capacidad

de libre eleccidn y sin coaccién alguna (Art.14.).

9. CONFLICTOS DE INTERES Y FINANCIACION

Declaramos no tener conflictos de interés. Esta publicacién fue financiada por los autores.
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Revision de la literatura
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FASE 2. PLANIFICACION
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FASE 3. IMPLEMENTACION
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Nov2011)

Diciembre y Enero se revisé la informacion
para la parte retrospectiva del estudio. Los
pacientes que ya fueron estudiados por
derrame pleural desde el afio 2009 hasta
Noviembre de 2011

Se hard a partir del mes de Febrero de 2012 hasta que se complete el tamafio de la muestra, con

presentacion del proyecto a Hospital Santa Clara y Hospital Militar central buscando su

Recoleccion de datos periodo
Noviembre 2011 hasta completar la
muestra colaboracién para ampliar la muestra calculada
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11. PRESUPUESTO

Gastos Ingresos TOTAL
Universidad de la Hospital Fondos de Autoras
Sabana Universitario | estudiantes
de la U.dela
Samaritana Sabana
Papeleria 500.000 800.000

(Fotocopias e
impresiones)

Computador y 300.000
Scanner
(Alquiler)
Pruebas 1.645.000 (7 pruebas)4 9.400.000 (40 11.045.000
diagnosticas pruebas)’

(RT —PCR sondas de
hibridacion)
$235.000 cada
prueba

Asesor 1.000.000 5.200.000
Tematico* y 1.000.000
Paola

Santander*
(Coautores)

Asesor 2.000.000

metodolégico*
(Coautor)

Autoras* 1.000.000

Digitador" 100.000

Encuestador’ 100.000

Publicacion 3.000.000 3.000.000
(Inscripcidn a revista
indexada, traduccion,

edicién, gastos de
envio y vidticos de 1
expositor)3

Presentacion 6.500.000 6.500.000
congreso

internacional
(Inscripcidn,
traduccion, gastos de
envid, poster (disefio
e impresion) y
vidticos de 1
expositor)®

TOTAL 6.645.000 11.400.000 6.500.000 2.000.000 26.545.000

Aclaraciones del presupuesto:

*Coautores y Autoras: No tendrdn remuneracion ni en tiempo ni en dinero.

1y 2 Digitador y Encuestador: Serdn las autoras por lo cual no tendran remuneracion.

3 Los autores principales seran los unicos delegados a representar el presente trabajo como expositores en publicaciones y congresos nacionales o
internacionales o en su defecto alguien asignado por los autores principales.

4 Pago de RT - PCR en LP realizada a pacientes provenientes de otros Hospitales diferentes al HUS que cumplan con los criterios de inclusion.

5 RT - PCR realizadas en HUS como parte de estudio habitual de los pacientes con derrame pleural desde el afio 2009 hasta la fecha cubiertos por el POS.




12.  ANEXOS

Anexo 1.

Prevalencia de Tuberculosis (TB) en el Hospital Universitario de la
Samaritana del 1 de Septiembre de 2009 al 31 de Diciembre de 2011

Infeccion por M.

tuberculosis ANO 2009 ARNO 2010 ANO 2011
TB pulmonar 18 13 3
TB pleural 6 11 1
TB ganglionar 1
TB meningea q 2 1
TB peritoneal 1
Otros tipos de TB 4 7 a
Total casos de
Infeccion por M. 33 34 14

tuberculosis




Anexo 2. Instrumento de recoleccion de datos

38

DATOS PERSONALES

Numero de HC. Numero de cédula: EDAD: afios GENERO:M__F__

PROCEDENCIA: Teléfono: Fecha de ingreso: D /M /A
Diagnostico de ingreso:

Diagnéstico de egreso:

PRUEBAS DIAGNOSTICAS:

1. Ccitoquimico liquido pleural:

Fecha de estudio: D /M /A Relacion LDH liquido/ suero >0.6 ___ <0.6___ Linfocitos
Relacién Proteinas de liquido/ suero >0.5___ <0.5___ Neutrdfilos
LDH de liquido > 2/3 del limite superior normal de LDH sérico Si _ No___ Cuanto?

Otras caracteristicas

%
%

2. Cultivo de M. tuberculosis de liquido pleural
Fecha de estudio: D/M /A  Tipo: Positivo Negativo

3.  ZNenliquido pleural
Fecha de estudio: D/M /A  Positivo Negativo

4. PCRen tiempo real en liquido pleural
Fecha de estudio: D/M /A  Positivo Negativo

5. Cultivo de M. tuberculosis de tejido pleural
Fecha de estudio: D/M /A Tipo: Positivo Negativo

6. ZNentejido pleural
Fecha de estudio: D /M /A  Positivo Negativo

7. PCRentiempo real en tejido pleural

Fecha de estudio: D /M /A  Positivo Negativo
8. Histologia
Fecha de estudio: D /M /A Granuloma Inespecifico
9. Clinica
Dolor pleuritico ___ Tos ___ Disnea ___ Pérdida de peso
Asteniay adinamia ___ Diaforesis ___ Fiebre ___ Otro. Especifique.

Hallazgos radioldgicos




Anexo 3. Pruebas diagnésticas en liquido pleural tipo exudado y/o tejido pleural para diagnéstico de TBP. Afio
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Fecha

Nombre

Sexo
(FoMm)

Edad

Cédula

Teléfono

Exudado
(LoN)

Cultivo
Lp (+o0-)

ZN Lp
(+o-)

PCR Lp
(+o-)

ADALp
(+o-)

HISTOLOGIA

Cultivo
Tp (+0-)

ZNTp
(+o-)

PCR Tp
(+o-)

Clinica ingreso

TB pleural
(SoN)

Abreviaturas: Femenino (F), Masculino (M); Exudado Linfocitario (L), Neutrofilico (N); Estudio en liquido pleural (Lp), tejido
pleural (Tp); Resultado positivo (+), Resultado negativo (-); Tuberculosis (TB); Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR);
Ziehl — Neelsen (ZN); Adenosin Deaminasa (ADA); Si (S), No (N).




Anexo 4. Pacientes con PCR en tiempo real positiva y patron de oro combinado negativo. Seguimiento clinico a 6 meses.

40

Fecha de
PCR positiva

Nombre

Cédula

Teléfono

Clinica de ingreso y diagnostico

Clinica a 6 meses
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Anexo 5. Consentimiento informado

Consentimiento Informado para recoleccion de datos de historia clinica
Numero de estudio — Comité de Investigaciones HUS (IRB):

e Nombre del paciente:
e Numero de identificacién del paciente/HC:
A Ud. (o a su acudiente) se le ha pedido que participe en un estudio de investigacion denominado
“Caracteristicas operativas de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real sondas de hibridacion
para el diagndstico de tuberculosis pleural”.

Por medio de este estudio los investigadores (Alejandra Casallas Rivera, Ana Maria Cardenas, Luis Fernando
Giraldo, Enrique Prieto y Paola Santander) trataran de establecer un mejor y mas rapido método diagndstico
para la tuberculosis pleural.

PROPOSITO DEL ESTUDIO

Este estudio busca validar una prueba diagndstica que contribuiria a realizar un diagndstico rapido y
confiable para la tuberculosis pleural.

DURACION

El estudio requiere un tiempo aproximado de 6 meses a partir del momento en que se realiza la toma de la
muestra de liquido o tejido pleural hasta finalizar el seguimiento clinico en el caso que se requiera.
PROCEDIMIENTO

Se utilizaran los datos del estudio del liquido y/o tejido pleural que se realizan de forma tradicional para el
diagndstico de tuberculosis pleural y adicionalmente al liquido tomado se le aplicara la prueba de PCR en
tiempo real sondas de hibridacion, sin que esto implique realizar un nuevo procedimiento invasivo para el
paciente ni un riesgo adicional para su integridad. Se tomaran datos clinicos y paraclinicos de la historia
clinica que contribuyan a confirmar o descartar el diagnéstico de tuberculosis pleural.

BENEFICIOS

Contribuir en la busqueda de un método diagndstico que nos permita establecer de forma temprana la
confirmacion o descarte de tuberculosis pleural, lo cual permite el inicio de tratamiento dirigido de forma
oportuna y asi evitar la exposicién a farmacos sin un diagnostico claro, hospitalizaciones prolongadas y las
complicaciones que esto conlleva.

CONFIDENCIALIDAD

La informacidn obtenida sera confidencial y no sera utilizada con otros fines diferentes a los expuestos en el
presente documento. Los hallazgos obtenidos seran presentados en comités de investigacion manteniendo
en completa privacidad los datos personales de cada paciente.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

La participacion en el presente estudio de investigacion es absolutamente voluntaria, por lo tanto no habra
ningun tipo de remuneracion econémica o compensacion por su participacion. El paciente puede negarse a
participar o puede retirarse del estudio en cualquier momento que lo desee después de haber ingresado, lo
cual debera ser notificado a cualquiera de los investigadores por via telefénica, comunicandose al teléfono
4077075 Ext 10554. En caso de hallazgos relevantes para el estado de salud del paciente o de su familia se le
comunicara por via telefénica. Tenga en cuenta que independiente de su participacién o no, se seguira
prestando el servicio de atencidn en salud, y participar o no en el estudio no afectara dicha atencién.

Certifico que he leido y comprendido todo lo anterior; que los espacios en blanco han sido completados
antes de mi firma y que me encuentro en capacidad fisica y mental de expresar mi libre decision.

El participante en la investigacidon ha elegido participar en este estudio o proyecto de investigacion libre y
voluntariamente y en constancia de ello firma el presente documento.

Puede ponerse en contacto con el Comité de ética en Investigacion del Hospital Universitario de la
Samaritana al teléfono 407-7075 extension 10290 si tiene alguna pregunta sobre sus derechos como sujeto
de investigacion.
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Si accede a participar debe ddarsele una copia firmada de este documento. Al firmar este documento Ud.
indica que el estudio de investigacidn, incluyendo la
verbalmente y que voluntariamente accede a participar.

informacién precedente, le ha sido descrito

[/

Firma del sujeto voluntario Dia / Mes / Afio Nombre completo (letra legible)
/]

Firma del testigo # 1 Dia / Mes / Afio Nombre completo (letra legible)
[/

Firma del testigo # 2 Dia / Mes / Afio Nombre completo (letra legible)
[/

Firma del Investigador Dia / Mes / Afio Nombre completo

Si, el sujeto de investigacion ha decidido NO PARTICIPAR en este proyecto de investigacidén hace constancia

con su firma:

|/ /

Firma del sujeto voluntario

| Dia / Mes / Afio

| Nombre completo (letra legible)



Anexo 6. Flujograma de Diagnodstico TBP.

El segundo tubo se conservara en
condiciones dptimas en el
laboratorio clinico, con el fin de que
si es un exudado linfocitario el
MEDICO TRATANTE envié al
laboratorio de forma inmediata la
orden para procesar Cultivo para
M. tuberculosis, coloracién de
ZNy PCR entiempo real enla
muestra del segundo tubo vy de
esta forma evitar realizar una
segunda puncion. De forma
simultanea al procesamiento del
segundo tubo se debe ordenar
valoracion por neumologia para
realizar biopsia pulmonar.

Cultivo para

Derrame pleural

(tomar minimo 2
tubos)

Citoquimico

(primer tubo)

Liquido tipo

exudado Liquido tipo Transudado

Linfocitario o
Neutrofilico
(segundo tubo)

PCR tiempo real con

BK (coloracion Interconsulta a

Mycobacterium . firma de consentimiento ,
. Ziehl-Neelsen) . Neumologia
Tuberculosis informado
Toma de Biopsia
Todo paciente con exudado linfocitario favor enviar Mombre, cédula v ubicacicn en el pleu ral

hospital {camal consulta externa) al mail: m_alg)a99@ hotmail.com o anamach@gmail.com
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Introduccion. Para el diagndstico de tuberculosis pleural (TBP) el patrén de oro es invasivo y demorado.
Métodos. Validez de la RT — PCR comparada con un patrén de oro compuesto. Incluimos pacientes con derrame pleural tipo exudado linfocitario. Se considerd diagndstico de TBP si el paciente tenia
minimo una de tres pruebas positiva: ZN o cultivo para MTb en liquido o tejido pleural o biopsia pleural; se descarté TBP si las tres pruebas eran negativas.
Resultados. RT — PCR mostré una sensibilidad del 66,7%, una especificidad del 93,5%, un VPP de 75% y un VPN de 90,6%.
Conclusiones. La RT - PCR para TBP no es un método diagndstico definitivo, permite definir répidamente el manejo, mientras llegan reportes de pruebas diagndsticas definitivas.

< ABSTRACT

6 DESCRIPCION O ABSTRACT Introduction: For the diagnosis of pleural tuberculosis (PTB) the gold standard are invasive and delayed.
Methods: The validity of the RT - PCR compared with a gold standard composed. We included patients seen because of lymphocytic pleural exudates. Diagnosis of PTB was confirmed if least one of
three tests were positive: Zielh-Neelsen or culture for MTb in pleural fluid or tissue or pleural biopsy; PTB was discard when all tests were negative.
Results. RT-PCR showed a sensitivity of 66.7%, a specificity of 93.5% ,a PPV of 75% and a NPV of 90.6%
Conclusions. The RT - PCR for PTB is not a method of definitive diagnosis, but allows quickly define the management, while reaching the reports of definitive diagnostic tests.

7 PALABRAS CLAVES Biologia molecular, derrame pleural, Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis, granulomas, hiperplasia, mesotelioma, diagnéstico, exudado y estudios de validacion.

8 SECTOR ECONOMICO AL QUE Ninguno

PERTENECE EL PROYECTO

9 TIPO DE ESTUDIO Estudio de validacidn de pruebas diagndsticas de corte transversal

10 |OBJETIVO GENERAL Establecer las caracteristicas operativas de la RT —PCR sondas de hibridacién, para el diagnéstico de tuberculosis pleural en pacientes con derrame pleural tipo exudado linfocitario.
1. Determinar la sensibilidad y especificidad de la RT —PCR sondas de hibridacion en liquido pleural para diagndstico de TBP.
2. Precisar el valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) de la RT —PCR sondas de hibridacién en liquido pleural para diagndstico de TBP.

11 |(OBJETIVOS ESPECIFICOS 3. Fijar los falsos positivos y negativos de la RT —PCR sondas de hibridacién en liquido pleural para diagndstico de TBP.
4. Comparar la sensibilidad y especificidad de cultivo de M. tuberculosis y PCR en liquido pleural para diagndstico de TBP.
5. Comparar la sensibilidad v especificidad del Ziehl- Neelsen v PCR en liquido pleural para diagnéstico de TBP.
Introduccion. Para el diagndstico de tuberculosis pleural (TBP) el patrdn de oro es invasivo y demorado, lo que dificulta el inicio oportuno del tratamiento.
La RT — PCR ha demostrado ser rapida para el diagnéstico de TBP, pero la evidencia para su validacion en TBP aln es débil y las sensibilidades reportadas han sido subdptimas.
Métodos. Se evalud la validez de la RT — PCR comparada con un patrén de oro compuesto mediante un estudio transversal en un hospital universitario de nivel IIl. Se incluyeron pacientes estudiados
consecutivamente por derrame pleural tipo exudado linfocitario. Se consideré como patrén de oro para el diagndstico de TBP si el paciente tenia al menos una de las siguientes tres pruebas positiva:
2N o cultivo para MTb en liquido o tejido pleural o biopsia pleural con granulomas; se descarté TBP si las tres pruebas eran negativas. Se consideré como caso probable si el patrén de oro era negativo

12 |RESUMEN GENERAL pero la RT- PCR positiva y el ADA mayor de 47UI/L. Finalmente 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 mostro una sensibilidad del 66,7% (IC 95%: 33,2% - 90,7%) y una especificidad del 93,5% (IC 95%: 80,3% - 98,9%). La prevalencia de TBP en los exudados linfocitarios
estudiados fue del 22.5%, con un VPP de 75% (IC 95%: 38,8% - 95,6%) y un VPN de 90,6% (IC 95%: 76,6% - 97,6%). Se encontraron 2 falsos positivos para la RT — PCR, uno con mesotelioma pleural y
otro con pleuritis crénica con hiperplasia mesotelial.
Conclusiones. La RT - PCR para MTb en liquido pleural no deberia utilizarse como método diagndstico definitivo sino para definir rapidamente el manejo, mientras llegan los reportes de las pruebas
diagndsticas definitivas.
La RT — PCR para MTb 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
diagndstico 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

13 |CONCLUSIONES. definitivas. Los cultivos para MTb y los ZN de liquido y tejido pleural tienen menor rendimiento diagndstico que la RT — PCR y es necesario seguir usando el patrén de oro combinado para establecer el

diagndstico definitivo de la pleuritis linfocitaria.

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