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INTRODUCCION

En la mayoria de los centros hospitalarios de
nuestro pais, tanto publicos como privados, a pesar
de los grandes avances en patologia molecular como
la reaccién de la cadena de la polimerasa (PCR),
PNA-FISH” y otras técnicas inmunohistoquimicas,
el diagndstico de tuberculosis tisular se hace por
medio del aspecto histolégico observado en biopsiasy
muestras de puncién aspiracién conaguja fina (PAAF)
con la coloracién de rutina de Hematoxilina-eosina
y se confirma con los medios de cultivo y/o otras
técnicas moleculares mencionadas. Algunos médicos
venezolanos especializados en patologia pulmonar
consideran la biopsia pleural como “el mas sensible
procedimiento diagndstico™ (1).

Siendo este método de diagndstico hasta cierto
punto, el “gold standard” , se han evaluado todos los
factores que en un momento dado pueden, influir en
el diagndstico histolégico positivo o la sensibilidad
de la biopsia pleural, tal como lo son las técnicas
modificadas de Abram y Cope para la toma de las
muestras, la experiencia del operador de la biopsia
pleural, el nimero y el tamaiio de los fragmentos de
tejido pleural tomados, la fijacién de los mismos, los
procedimientos del procesamiento y de coloracién de
las secciones histolégicas, la experiencia tanto de los
histotecnélogos y técnicos de laboratorio como de
los observadores y diagnosticadores de los exdmenes
practicados (cultivos, secciones histoldgicas,etc.) (2).

Son audn vigentes los antiguos procedimientos de
técnica histolégica como la tincién de Paul Ehrlich
(Ziehl-Neelsen) (Z-N) paraidentificar bacterias dcido-
alcohol resistentes (BAAR) en todas sus modalidades.
Es un método de coloracion tradicional, con una
especificidad altay una sensibilidad baja. Igualmente
en algunos centros se aplica la técnica de Auramina o
Auramina-rodamina paraidentificar con fluorescencia
las BAAR. Mas raramente, el método de Gomori-
Groccott con la plata metenamina ha sido aplicado
con estos fines (3.4).

Aunque estas coloraciones son sencillas en su
composicién quimicay procedimientos, raros sonlos
laboratorios de patologia general en nuestro pais que
practican lacoloracién de Paul Ehrlich de rutina y atin
menos las de fluocromos,debido a varios factores que
lashacen impracticables: lafaltade dotacién y ladificil
adquisicion de sustancias colorantes especificas y el
alto costodelas mismasenlaactualidad,lainadecuada
capacitacién de algunos técnicos histélogos en la
practica de coloraciones especiales y del personal
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de laboratorio para la observacién de las ldminas por
microscopia de fluorescenciay sobre todo, la tenden-
cia a considerar su practica como inttil, porque casi
siempre su resultado es negativo, cuando el nimero
de micobacterias es insuficiente.

No sucede lo mismo con esta misma tincién para
la microscopia directa en las muestras de esputo. El
método es sencillo,econémicoy altamente especifico,
pero con una sensibilidad baja (50 %), cuando se
compara con los resultados de los cultivos para
micobacterias, ya que en las muestras paucibacilares,
el diagndstico es dificil cuando las cantidades de
bacilos es menor de 10 * bacilos/mL. El método de
concentraciéon con hipoclorito de sodio aumenta la
sensibilidad de la deteccion del bacilo en porcentajes
que varianentre 7 %y 25,3 %, siendo estadisticamente
significativo en 15/19 estudios (5).

Esta sensibilidad esta atin mas disminuida en los
casos de biopsias incluidas en parafina especialmente
en las biopsias extrapulmonares pleurales y
pericardicas. Segun Dorronsoro, la sensibilidad y
especificidad de los distintos métodos de deteccién
es variable y depende mucho de la experiencia e
idiosincrasia de cada laboratorio en particular y de
cémo los adapte a su rutina de trabajo (6).

En general, el examen microscépico directo de
las muestras clinicas, mediante tinciones especificas,
es la técnica menos sensible pero la mas rapida.
Los cultivos son mas sensibles pero mas lentos,
mientras que las técnicas moleculares basadas en
amplificaciones gendémicas tienen una sensibilidad
menor que los cultivos, pero son mas rapidas.

Otros métodos para la identificacion del bacilo
de Koch en los tejidos son los moleculares como la
PCR, la inmunohistoquimica, mediante anticuerpos
policlonales anti-Mycobacterium (bovis duvalli,
paratuberculosis, etc.) Calmette-Guerin (pAbBCG)
(7.8).

El objetivo de este trabajo es, demostrar la
sensibilidad de la biopsia para el diagnostico de
tuberculosis extrapulmonar pleural y comprobar si la
aplicacién delos procedimientos y métodos especiales
utilizados en este estudio, fueron adecuados, no solo
por los resultados obtenidos, sino por lacomparacion
con otras investigaciones parecidas a la nuestra.
Igualmente comparar el aspecto histopatologico de
la tuberculosis con los resultados positivos de los
cultivos de tejido y liquido pleural realizados en
todos los casos.

Son también objeto de este trabajo, el andlisis del
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ndmero de fragmentos de pleura tomados en cada
biopsia, la determinaciéon del “nimero 6ptimo de
especimenes” examinados para emitir un diagnéstico
certero; el tipo de secciones histoldgicas practicadas,
sus niveles, extensién de la superficie de examen
histolégico y las coloraciones para evidenciar
la presencia de bacilos dcido-alcohol resistentes
(BAAR),incluyendolas variaciones de lasensibilidad
y especificidad cuando se introducen modificaciones
en sus procedimientos.

MATERIALES Y METODOS

El estudio realizado es de tipo prospectivo,
longitudinal y descriptivo.

Se estudiaron 61 biopsias pleurales cerradas,
practicadas con aguja de Abram en 59 pacientes
mayores de 18 afios (X: 38 +20,36) de ambos géneros
(M/F:33/26),conderrame pleural unilateral o bilateral
sin diagndstico etiolégico. A dos pacientes se les
practic6 doble procedimiento. Todos los pacientes
estaban hospitalizados en el Hospital General del
Este “Domingo Luciani” en el servicio de medicina
y a todos se les aplico el juicio clinico de indicacion
de biopsia pleural, determinado por especialistas
del servicio de medicina interna y neumondlogos
del hospital.

Los procedimientos para la toma de las biopsias
y del liquido pleural fueron realizados en un solo
tiempoy /o procedimiento, por un experto especialista
en neumonologia. La biopsia pleural se tomé con la
agujade Abram entre las dos costillas anivel del borde
superior de las mismas, en el 7mo espacio intercostal
con linea axilar posterior, radialmente en sentido
horario, alrededor del sitio de la punciéon. No hubo
complicaciones durante ni después del procedimiento
de la toma de las biopsias pleurales.
1-Aspecto ético

Cadapacientefirméeldocumentodeconsentimiento
informado antes de practicarle la biopsia pleural. Se
obtuvo laautorizacién de los comités de bioéticadonde
se realizé la investigacién segun la Ley vigente del
Consejo Nacional de bioética (2010).

Se aplicaron los mismos criterios de inclusiéon o
de seleccion determinados en una publicacién nuestra
anterior (9).
2-Criterios de exclusion

Se excluyeron los casos que no tenian cultivo de
tejido y/o de liquido pleural por diversas razones y
circunstanciales o aquellos en los cuales el material
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de la biopsia pleural fue inadecuado. Se consider6
como biopsia inadecuada aquella que no contenia
tejido pleural o que presentaba signos de artificios tales
como trituracién, machacamiento, aplastamiento,etc.

3-Diagnéstico final o definitivo

Se emiti6 el diagndstico final o definitivo, con los
resultados de las biopsias positivas parael diagndstico
de tuberculosis tisular, o con los de cultivos positivos
de liquido y/o de tejido pleural o de ambos. Se tom6
en cuenta toda informacioén adicional disponible en
cualquier paciente a quien se le habia practicado otros
examenes que comprobaron etiologia tuberculosa. Ej.
biopsias pericardicas, pulmonares o ganglionares. Los
resultados obtenidos tanto en las biopsias como en
los cultivos, se correlacionaron con los datos clinicos
de los pacientes, ya que el diagndstico definitivo de
tuberculosis extrapulmonar pleural o pericardico, es
muy complejo.

La presencia de BAAR en los tejidos no se
consider6 como prerrequisito para el diagndstico
definitivo.

4-Clasificacion de los resultados histopatolégicos

Los resultados histopatolégicos de las biopsias
fueron clasificados en dos categorias:

1. Biopsias con diagnéstico de tuberculosis tisular

2. Biopsias sin lesiones propias de tuberculosis
tisular. Estas ultimas comprendieron: biopsias
inadecuadas para hacer un diagndstico preciso,
lesiones tumorales metastdsicas y biopsias con
lesiones inflamatorias inespecificas.

5-Procedimientos para el estudio anatomo-
patolégico de las biopsias pleurales.

Las biopsias fueron procesadas y estudiadas
en la Seccién de Patologia Cardiovascular del
Instituto Anatomopatolégico Dr. “José Antonio
O*Daly” (IAP) de la Universidad Central de
Venezuela. Las muestras bioldgicas o fragmentos
de pleura obtenidos en cada biopsia (n=61), fueron
inmediatamente fijadas en solucién de formalina
al 10 %. Posteriormente, el material fue incluido
en parafina previa deshidrataciones en alcoholes
crecientes y aclaramiento, después de su descripcion
macroscopica (forma, tamafio, color y consistencia)
y fotografia. El nimero de fragmentos asi como sus
mediciones (ancho y largo en cm) obtenido en cada
caso, fueron consignados. Dada la pequefiez de las
muestras, no se considerd necesario el peso total de
las mismas. Todas las muestras de las biopsias fueron
incluidas colocando su superficie mayor parael corte.
El material biol6gico fue incluido en su totalidad. Las
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secciones de 2 a 4 micras de grosor fueron realizadas
en un microtomo American Optical de rotacién con
hojilla descartable holder Shandon. Se realizaron
cortes seriados en dos (n=51 casos); uno (n=7 casos)
y tres niveles (n=3 casos). Cada nivel en una sola
lamina tenia entre 2 y 31 secciones histolégicas
tefiidas con Hematoxilina-eosina, con un promedio
de 8,5 secciones examinadas en total y otra ldmina
tefiida con Z-N con el mismo nimero de secciones
histolégicas. Los cortes histologicos teflidos con
Z-N fueron examinados con lente de inmersiéon dos
veces. La ultima revisién se hizo solo en los casos
que resultaron positivos con la coloracién de rutina.

Los casos que resultaron positivos para tuberculosis
fueron seleccionados para hacer la coloracién de
Auramina-rodamina. Fueron examinados con
microscopio de fluorescencia en la Seccién de
Patologia Cardiovascular.

Coloraciones especiales para diagnéstico
histopatolégico (microscopia deluz) de tuberculosis
tisular

Principiodelacoloracion: los colorantes primarios
como el carbol-fucsina (Z-N o Kinyoun) y laauramina
O (fluorocromos) se unen a los dcidos grasos de la
pared microbiana para dar una coloracién estable
que no desaparece con los 4cidos ni con alcoholes.
Uno de los inconvenientes es que no se identifican
especificamente los diferentes tipos de micobacterias:
M. tuberculosis y no tuberculosas.

Coloracion de Paul Ehrlich (Ziehl-Neelsen) (para

bacilos acido-alcohol resistentes identificados en

tejidos). Por microondas (Modificacion: IAP-

CENRAP, MSDS-UCY). 2004 (10).

Para realizar esta coloraciéon se utilizaron las
siguientes soluciones:

A.Solucion de carbol-fucsina, colorante de bacilos
tuberculosos (fucsina basica como colorante de
bacilos (New fucsina CC4220), agua destilada,
cristales de fenol fundidos como mordiente,
alcohol al 100 %)

B. Solucion decolorante: alcohol-acido al 0,1 %
(acido sulfirico al 5 %, alcohol al 70 %).

C. Solucién de coloraciéon de fondo histolégico
(Solucién de trabajo) (azul de metileno, CI5205)
y agua destilada.

La coloracién con la solucién de carbol-fucsina
se hizo en un horno microonda L-G, de 80 W, en
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un primer tiempo, 10 minutos y segundo tiempo, 7
minutos. En la solucion decolorante, se reemplazé el
acido hidroclorhidrico por el 4cido sulfirico al 5 %.
Para el control de la coloracioén, se utilizaron bloques
de tejidos con lesiones tuberculosas comprobadas.
La lamina control conteniendo el tejido con bacilos-
acido-alcohol resistentes (de cualquier 6rgano o
tejido), fue tefiida al mismo tiempo que el tejido a
diagnosticar. Los cortes histolégicos se examinaron
con el objetivo de inmersién de 100X.

Resultados: los bacilos se colorean de rojo fucsia
y el tejido de fondo de color azul o verde de acuerdo
a la coloracion de fondo empleada como contraste.
En nuestro trabajo, el fondo es azul. Figura la.

Método de la fluorescencia para microorganismos
acido—alcohol resistentes segiin. Truant,1962 (11).

Esta coloracion se realiz6 con las siguientes
soluciones:

Solucién de Hematoxilina férrica de Weigert; A
y B. (Hematoxilina, alcohol de 95%, cloruro férrico
acuoso al 29%, agua destilada y dcido clorhidrico
concentrado).

Solucién de Auramina-rodamina (Auramina4,5 g,
Rodamina 2,25 g, glicerina, U. S. P.225 mL,cristales
de fenol fundidos, 36 mL, agua destilada 150 mL)

Solucion alcohol-acido 1 % (alcohol de 70 %,
acido clorhidrico concentrado).

Montaje con Permount o Histoclard.

Resultados: los bacilos de Koch se observan con
microscopio para fluorescencia de color amarillo-
rojizo. Los artefactos retienen el color amarillo. El
fondo es de color azul oscuro. Figura 1b.

6-Procedimientos para el cultivo del liquido y
tejido pleural (material biépsico)

Se tomo6 una muestra de tejido (n=1) y en forma
empirica se tomaronunos 8 a 10 mL aproximadamente,
de liquido pleural para realizar el cultivo para BK
de los 59 pacientes. Los cultivos se realizaron en el
laboratorio de Bacteriologia del Instituto Nacional de
Higiene”Rafael Rangel” y en el Laboratorio Clinico
de Referencia “Dr. Pablo Ordaz”. Las muestras de
tejido y del liquido pleural fueron sembradas en el
medio de Lowestein e incubadas por 8 semanas.

7-Estudio estadistico: Se calculé la media
aritmética y sensibilidad del nimero de fragmentos
obtenidos en cada biopsiay se aplicé el Chi cuadrado
para comparar los resultados con los de otros autores
con la finalidad de establecer el nimero 6ptimo de

Vol. 119, N° 4, diciembre 2011



SUAREZ L, ET AL

Figural. al ya2 .Microfotografias de secciones histolégicas
con bacilos dcido-alcohol resistentes (Control positivo)
Coloracion de Z-N. 250X; 400X. En el recuadro se
observan los paquetes de bacilos tefiidos de fucsia.1000X.
Fotografiasb1yb2,Micrografias de secciones histolégicas
con bacilos tefiidos con auramina-rodamina. (fluocromos).
(Control positivo).

Seccién de Patologia Cardiovascular. Cortesia. Lic,Régulo
Sudrez y Lic Ayarit Villaroel.

fragmentos para el estudio de este tipo de biopsia.

RESULTADOS

1.- Estudio anatomopatolégico: biopsias pleurales

De las 61 biopsias pleurales realizadas, se
excluyeron siete casos(n=7) de acuerdo a los criterios
de exclusion. Las 54 biopsias se practicaron en 52
pacientes (X 40,0 afios de edad. (M/F: 31/21). A
dos pacientes se les practicé doble procedimiento.

Descripcién macroscépica

El material de las 54 biopsias, fue recibido, fijado
ensoluciénde formalinaal 10 % en cantidad variable.
Los extremos del nimero de fragmentos por caso
fueronde 1a7. Unsolocasocontécon 11 fragmentos,
la mayoria de ellos (n=7) eran mintsculos, menores
de 1 mm. La media de todos los fragmentos fue de
3,4+2. Todos los fragmentos eran de formay superficie
irregular, de color blanquecino, algunos con dreas de
hemorragia. La mayoria de las muestras midieron
entre 0,1 y 1,6 cm en ancho y largo. La consistencia
varid entre blanda y firme. Los fragmentos fueron
incluidos por su mayor dimension de superficie.
Figura 2.
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Figura 2. Aspectos macroscépicos de muestras biolégicas
de pleura de dos casos de biopsia..
Seccién de Patologia Cardiovascular. IAP.

Descripciéon microscépica. (Microscopio de luz)

Fueron examinados al microscopio de luz, 54
biopsias La superficie de corte examinada en total
con H-E fue de aproximadamente 51mm 2

La distribucién de las biopsias seguin los
diagnésticos histopatolégicos realizados en un primer
paso con la coloracién de rutina de Hematoxilina-
eosina (H&E) fue el siguiente:

a. Biopsias con diagndstico de tuberculosis tisular
pleural.

b. Biopsias sin lesiones propias de tuberculosis
tisular.

a. Biopsias con diagnéstico de tuberculosis tisular
pleural.

El aspecto microscépico en las 21 biopsias, no
varié mucho de un caso a otro. En el Cuadro 1 estdn
consignados los elementos histopatolégicos mas
importantes. En general, las secciones histolégicas
tefiidas con Hematoxilina-eosina, mostraron, una
pérdida de la estructura normal de la pleura con
un notable engrosamiento del tejido pleural debido
a fibrosis en cantidades y extensién variable y a
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Cuadro 1

Biopsias pleurales con diagndstico de TBC n=21
Caracteristicas histologicas

n %
1. Infiltrado inflamatorio
Linfocitos 21 100,0
Monocitos 21 100,0
Polimorfonucleares 2 100,0
Histiocitos 21 100,0
2. Granulomas 21 100,0
2?. Con células gigantes 13 620
Con necrosis 7/13 54,0
Sin necrosis 6/13 46,0
2°. Sin células gigantes 8
Histiocitos sin necrosis 7 33,0
Histiocitos y necrosis 1 50
3. Fibrosis 19 90,0
4. Material fibrinoide 5 240

Fuente: Seccién de Patologia Cardiovascular. IAP-UCV.

una severa o mediana reaccién celular inflamatoria
formada por células linfo-mononucleares y escasos
polimorfonucleares, fibroblastos con agrupaciones de
histiocitos con o sin células gigantes de tipo Langhans
o de cuerpo extrafio acompafiados de necrosis
(granulomas necrotizante de células epitelioides). En
algunos casos, las dreas de necrosis estaban bordeadas
de fibroblastos dispuestos en empalizadas. En7 casos,
la necrosis no fue evidente (granulomas celulares
epitelioides). Igualmente, en algunas biopsias se
evidenci6 ademas de la lesiéon granulomatosa: tejido
mesotelial, foliculos linfoides, neovascularizacion,
hemorragia focal, fragmentos de musculo estriado
en ocasiones con tejido adiposo,y material fibrinoide
superficial. Figura 3 a,b,cyd.

b. Biopsias sin lesiones sugestivas de tuberculosis.
(n=33)

Este grupo comprendié: una biopsia que resultd
ser de naturaleza tumoral, con lesiones sugestivas de
carcinoma metastdsico (biopsia 11), y dos biopsias
inadecuadas en las cuales se observo fibrosis pleural,
sin infiltrado inflamatorio. Los 30 casos restantes
fueron diagnosticados como pleuritis inespecifica.

Pleuritis crénica inespecifica sin o con reagudiza-
cion. (n=30)

La mayoria de secciones histolégicas tefiidas
con Hematoxilina-eosina, mostraron engrosamiento
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Figura 3. Microfotografias de biopsias pleurales con
lesiones consonas con tuberculosis .a, b y c: Lesiones
granulomatosas con células gigantes de tipo Langhans. d:
Histiocitos con tendencia a formar foliculos linfoides. e.
Grupos de histiocitos grandes y claros. Aspecto a mayor
aumento en el recuadro. f: Foco de necrosis.

Seccidén de Patologia Cardiovascular. IAP.

pleural por fibrosis, infiltrado inflamatorio linfo-
mononuclear de leve a severo, fibroblastos, escasos
neovasos y grupos de células mesoteliales normales
o reactivas. En algunas biopsias se comprobé focos
de hemorragia, edema focal y material fibrinoide
superficial. En dos pacientes (n° 15y 19) y (n°46y
61), se les realiz6 dos biopsias pleurales, las cuales
resultaron con el mismo diagnéstico. Figura 4.

Coloraciones especiales. Lacoloracion de Ziehl-
Neelsen para bacilos acido-alcohol resistentes en
tejidos y la de Auramina-rodamina fueron negativas
en todas las biopsias estudiadas.

2. -Cultivo del liquido y tejido pleural.

No se consignaron los resultados de los cultivos
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Figura 4. ay b Aspectos histopatolégicos de dos casos de
pleuritis crénica inespecifica.
Seccidén de Patologia Cardiovascular. IAP.

de los siete casos excluidos del grupo de biopsias
estudiadas. Los resultados de los cultivos del
liquido y tejido pleural de cada paciente (n=52) y
su distribucién segin el grupo de biopsias (n=54)
estan expuestos en el Cuadro 2. Transcurrido el
tiempo de cultivo 50 dias después de la siembra, de
no haber presencia de colonias se concluyé como un
resultado negativo. El cultivo de tejido y del liquido
pleural result6 positivo para el M tuberculosis en 11
casos (21,0 %). La distribucion de los cultivos de
tejido y liquidos positivos segtn los resultados de la
histopatologia se explican a continuacién. En cinco
pacientes con biopsia positiva para tuberculosis, el
liquido y el cultivo de tejido resultaron positivos
para BK (24,0 %). En tres casos, el cultivo de tejido
positivo confirmé el diagnéstico de la biopsias y en
uno, el liquido pleural fue positivo. En un paciente, la
biopsiay ambos cultivos,resultaron positivos para BK.

En los 30 casos con biopsias negativas para el
diagndstico de tuberculosis, solo resultaron positivos
4 cultivos (13,3 %); dos de tejido y dos de liquido
pleural.

Gac Méd Caracas

Cuadro 2

Distribucién de los casos con cultivos positivos en 54
biopsias pleurales

Biopsias (p) Biopsias (p) Todos

Cultivos Positivas Negativas n=54
positivos n=21 n=33

n % n % n %
Tejido pleural 4 19,0 2 6,0 6 11,0
Liquido pleural 3 14,0 2 6,0 5 9,0
Todos 7 330 4 120 11 200

Fuente: Seccién de Patologia Cardiovascular. IAP-UCV.

3.-Diagnésticos de tuberculosis pleural finales o
definitivos

Delos 52 pacientes, resultaron con biopsia positiva
paratuberculosis,21 deellos (promedio de edad: 32,6
+15,83) lo que representa el 40,3 % de los casos y el
39,0 % (sensibilidad) de todas las biopsias estudiadas
(n=54). En cinco casos de ellos, el diagndstico fue
confirmado con los cultivos tanto de tejido como de
liquido pleural. Todos estos pacientes presentaron
derrame pleural unilateral y de tipo exudativo con
predominio linfocitico (92,0=%)

Enel grupo de los 30 pacientes (promedio de edad:
43 81+22 ,54) condiagndstico de pleuritis inespecifica,
(58,0 %) se diagnosticé tuberculosis en 4 pacientes
quienes tuvieron dos cultivos de tejido positivos y
otros dos, con cultivo de liquido pleural positivo.
Ademads, un caso de este grupo (biopsia n°® 47),
presento la particularidad de resultar ser de etiologia
tuberculosa, cuando en una exploracién mas extensa,
se le estudio: tejido pulmonar, pleura, ganglio linfatico
mediastinal y pericardio. Los diagnésticos fueron:
en pulmoén: “Enfermedad de la pequeiia via aérea
con peribronquiolitis linfoplasmocitaria. Antracosis,
fibrosis leve a moderada. Enfisema centrolobulillar.
Signos leves de hipertensién pulmonar. En pleura
parietal: pleuritis crénica reagudizada. En ganglio
linfatico: adenitis crénica granulomatosa con necrosis
caseosasugestivade tuberculosis y pericarditis crénica
granulomatosa con necrosis caseosa y colicuativa,
sugestivos de tuberculosis”. De tal manera, que
este paciente presentaba tuberculosis pericardica
y linfatica mediastinal sin extensién aparente en
la biopsia de pleura. Finalmente con este caso, 5
pacientes con biopsias inespecificas resultaron con
tuberculosis.
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El diagnéstico final de los 52 pacientes fue de
26 casos diagnosticados como tuberculosis pleural
(50 %).

4. Analisis estadistico

La distribucién del ndmero de fragmentos o
especimenes obtenidos en cada biopsia (n=54) segin
los resultados histopatolégicos (positivos y negativos
para tuberculosis) asi como la sensibilidad de las
biopsias estd consignada en el Cuadro 3. Haremos la
observacion, que en una de las biopsias, no se anot6
el nimero de fragmentos tomados, por lo cual, este
se incluy6 en el grupo de 3 fragmentos por biopsia,
ya que este fue el promedio estimado de fragmentos
por biopsia.

Se realiz6 una regresion entre el n° de fragmentos
por caso y la sensibilidad (% de biopsias positivas)
obteniéndose unaecuaciénde larecta: Yp=0.,4-0,03x,
de tal manera que en el promedio la sensibilidad
disminuye 0,03 %, al aumentar el nimero de
fragmentos o especimenes tomados por biopsia. El
correspondiente coeficiente de correlaciéon fue de
-0,36. Los coeficientes deregresion y el de correlacion
no alcanzaron significancia estadistica.

Segtn los criterios de Kirsch y col, la sensibilidad
de la biopsia percutdnea para el diagndstico de
tuberculosis pleural es alta cuando se obtienen mas
de seis fragmentos, razén por la cual se hicieron los
mismos cdlculos estadisticos con los datos de este autor
(12). Laecuacién de la recta fue: Yp=0,2 + 0,1 x,de
tal maneraque en el promedio la sensibilidad aumenta
0,1 %, al aumentar el nimero de fragmentos tomados

en cada biopsia, El correspondiente coeficiente de
correlacion fue de 0,84. Ambos coeficientes resultaron
estadisticamente significativos (P<0,01),y se compard
también la sensibilidad (% de biopsias positivas). La
de Kirsch fue 26/30=0,87 y lanuestrade: 21/54=0,39
resultando ladiferencia entre ambos estadisticamente
significativa. Ademads se calcularon la media de
fragmentos por paciente y su desviacion estandar,
tanto del total como la de los pacientes con biopsia
(+) o (-) y se compararon con las mismas medias
calculadas con los datos de Kirsch (12) Cuadro 4.

En otra investigacién mads reciente sobre biopsias
pleurales en casos de derrames exudativos (n=59
biopsias) los cuales resultaron principalmente
tumorales, los autores consideraron que tres
especimenes obtenidos en cada toma de biopsia,
fueron suficientes en el 72 % (13). También se
compard la sensibilidad para el diagnéstico del
derrame pleural de origen neoplésico,de acuerdo con
el nimero de fragmentos. En 25 biopsias con hasta
3 fragmentos, se diagnosticaron 4 pacientes (16 %)
y en 40 biopsias en las cuales se tomaron de 4 a 6
fragmentos se diagnosticaron 13 pacientes (32,5 %).
El Chi? no resulté estadisticamente significativo, por
lo cual concluyeron que no encontraron una mejoria
en el diagnéstico cuando aumentaba el nimero de
especimenes por biopsia de 3 a 6.

Por otra parte, considerando que en nuestro
estudio, el promedio de especimenes por biopsia
tomados fue de aproximadamente de 3, comparamos
nuestros resultados con los de Chakrabarti y
no se demostraron diferencias estadisticamente
significativas. Realizamos con nuestros datos lamisma

Cuadro 3

Distribucién del nimero de fragmentos por biopsias segun la histopatologia

N°de N°de Biopsias Biopsias Sensibilidad (%)
fragmentos biopsias positivas negativas

1 8 1 7 0,125
2 14 10 4 0,714
3 10 3 7 03
4 11 4 7 0,363
5 3 0 3 0,0
6 2 1 1 0,5
7 5 2 3 04
11 1 0 1 00

Todos 54 21 33 0,39

Fuente: Dr. Avildn y Seccion de Patologia cardiovascular. IAP-UCV.
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Cuadro 4

Cuadro comparativo de las medias de fragmentos por
caso entre los datos de Kirsch!? y los del trabajo

Medias Datos de Datos P
Kirsch nuestros

Todos 6,8+1,6 342 < 0,001

Con biopsia (+) 7,1+1,53,1+1,7 <0,001

Con biopsia (-) 4,8+1 35+22 0,20

Fuente: Dr. Avildn y Seccién de Patologia Cardiovascular.
IAP-UCV.

comparacion que este autor realizé con los suyos, es
decir, la sensibilidad (% de biopsias positivas) en
los mismos dos grupos: con < 3 fragmentos y con
= 4 fragmentos. El Chi? no demostré diferencias
estadisticamente significativas (P=0,15) (13).

DISCUSION

Enel presente trabajo se comprobd una sensibilidad
de las biopsias positivas de 0,39 (21/54), para el
diagnéstico de tuberculosis pleural (TP),la cual resulté
ser muy baja cuando se comparé con la de Kirsch
y col. (12) (26/30=0,87), resultando una diferencia
estadisticamente significativa (P <0,001).

De los 52 pacientes con biopsias pleurales,
26 casos fueron diagnosticados definitivamente
como tuberculosis pleural (50,0 %). En 21 casos
el diagnéstico fue histopatolégico, en cuatro
pacientes, los cultivos de tejido y liquido pleurales
fueron positivos. En un paciente, el diagndstico de
tuberculosis se hizo con una biopsia pericardica y
ganglionar. Consideramos estos resultados como
bajos.

Del grupo de las biopsias que resultaron positivas
para la tuberculosis pleural, en cinco casos (24,0
%), el diagnéstico fue corroborado con el cultivo de
tejido y liquido pleural positivos para M tuberculosis,
ya que las coloraciones especiales para BAAR
fueron negativas en todos los casos. Los resultados
de Valdés y col. fueron mucho mas altos que los
nuestros con una sensibilidad de observaciones de
granulomas en tejido pleural del 79,8 % vs. 39,0%
y una tincién de Z-N positiva en el 25,8 % vs. O.
Segun estos investigadores, su sensibilidad es del
80 % o del 86 % en combinacién con cultivos de
tejido positivo. Nuestros resultados fueron mucho
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mds bajos. (21/54=39.0 % y 4/21=19.0 %) (14).

Nuestros resultados son parecidos, aunque
menores que los de Khan y col., quienes en 63
pacientes mayores de 18 afios con derrame pleural,
encontraron un 56,6 % de casos de tuberculosis en
las biopsias pleurales. Es de hacer notar que ellos
tomaron un minimo de 4 fragmentos para el estudio
histolégico (15).

Referente al diagnéstico histopatolégico de
tuberculosis pleural, la presencia de granulomas con
necrosis o sin necrosis fue la nota mas caracteristica
de la lesién diagnosticada con coloracién de rutina
(H-E) en una primera instancia, teniendo en cuenta
que el diagndstico histopatolégico puede dar falsos
negativos,en algunos casos de inflamacién crénicano
granulomatosa de origen tuberculoso, especialmente
en pacientes inmunosuprimidos. Estd por demas
recordar que las lesiones granulomatosas pueden
aparecer en otras enfermedades como la sarcoidosis,
artritis reumatoide e infecciones micéticas. Algunos
patélogos hacen el diagndstico “sugestivo de
tuberculosis” cuando los granulomas estdn solo
formados por células epitelioides o histiocitos sin
necrosis ni células gigantes de Langhans. Consideran
que la presenciade BAAR no es un prerrequisito para
el diagnéstico de tuberculosis tisular (16).

El principio de las coloraciones de los BAAR, es
elusodelos colorantes derivados de los fenilmetanos.
Son de este grupo: la tironina, auramina (Difenil)
rosanilinas, acidos rosalicos, taleinas como la fucsina
basica y la fucsina S o acida. Aunque la 4cido-
alcohol resistencia es propia de las micobacterias,
se ha descrito en algunos actinomicetos, endosporas
bacterianas, huevos de tenia y diversos tipos de
acaros (10).

En general, el diagnéstico de micobacterias
con estas coloraciones, permite observar la precisa
localizaciéon de los bacilos en el contexto de los
granulomas y conocer el estadio de la enfermedad
de acuerdo a la extensién de los bacilos y la
integridad de los granulomas. En algunas series
estudiadas, la coloracion de Z-N resulté positiva en
el 22 % de los casos de biopsia pleural estudiados
(17). Lamentablemente, no obtuvimos positividad
en ningln caso como se dijo anteriormente. Este
resultado nos enfrenté al problema no solo por la
baja sensibilidad de las coloraciones paralos BAAR,
sino por la baja especificidad que pudiera existir en
nuestros casos. El andlisis de estos resultados se
hizo en base a los conocimientos previos sobre la
materia. En primer lugar, es conocido que el bacilo
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tuberculoso se colorea mal en las muestras biolégicas
fijadas en solucién de formalina o en el antiguo liquido
de Kaiserling usado como conservador de piezas
en los museos de anatomia patolégica. La fijacion
puede destruir la nota caracteristica de estos bacilos:
la acido-resistencia. De tal manera que creemos que
la fijacion de nuestro material pudo ser inadecuada.
Algunos autores recomiendan los fijadores a base de
acido fénico el cual facilita la conservacion de esta
caracteristica durante 136 dias. (60 mL de alcohol
a 80°, 15 g de 4cido fénico, formol y 4cido acético
crist,2 mL) (18). Desafortunadamente, no pudimos
disponer de este fijador, sino de la formalina al 10 %.
Aunque se introdujeron algunas modificaciones en la
técnicay se utilizé el microondas como recomiendan
algunos autores no obtuvimos resultados positivos. Es
de hacer notar que todos los controles fueron positivos,
descartdndose de esta manera, una falla de cualquiera
naturaleza tanto en las soluciones colorantes como
en los procedimientos técnicos.

Por otra parte, la tincién de ZN no es positiva
cuando la cantidad de bacilos en las secciones
histologicas es menor de 10 * por mL. Estudios
realizados en varias muestras de pulmén, ganglios
linfaticos, méduladsea,lesiones pleurales comparando
la coloracién convencional de ZN con métodos de
inmunohistoquimica(pAbBCG) y PCR demostraron
la negatividad de la coloracién de ZN, como en
nuestro trabajo (19).

Es opinién de algunos autores que realizaron
trabajos sobre laespecificidad del M. tuberculosis,que
en “los ultimos anos (década del 90-200), el aumento
en el nimero de infecciones debidas a micobacterias
no pertenecientes al complejo M tuberculosis, ha
hecho que se planteen dudas sobre la auténtica
especificidad de dichas tinciones para el diagndstico
de tuberculosis”. Después de varios estudios llegaron
alaconclusion que la tincidon dcido-alcohol resistente
ha perdido especificidad para el diagnéstico de la
tuberculosis, sobre todo en muestras extrapulmonares
como las de nuestro estudio (20).

Por esta razén se considera la coloracién de
auramina O mas sensible que la de Paul Erlich (Z-N).
La técnica de PCR usando el elemento de insercion
IS6110 es altamente sensible especialmente para el
diagnéstico temprano de la tuberculosis. Elcultivoen
el medio de Lowenstein Jensen debe ser reevaluado
como método de referencia para la confirmacién de
falsos positivos por PCR y auramina (21).

El M. tuberculosis es un bacilo de crecimiento
lento por lo que dificilmente dard resultados en las
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primeras semanas,durante las cuales puede producirse
la contaminaciéon con otras bacterias. Diferentes
medios de cultivo se han usado para el aislamiento
de las micobacterias. El mas comun, de Lowenstein
Jensen, contiene huevo y altas concentraciones de
verde-malaquita, para eliminar la contaminacién con
otras bacterias. El medio de Ogawa es otro cultivo
comparable en su composiciéon con el anterior.
Existen otros medios basados en agar, como lo son
el Middlebrook 7H10 y 7H11. El sistema BACTEC
TB-460 fue el primer sistema semi-automatizado
que aparecié en el mercado de los medios para
micobacterias,y ain se sigue utilizando. En ladltima
década, nuevos medios de cultivos comerciales se
han introducido, como: el Mycobacteria Growth
Indicator Tube (MGIT), Bract/Alert, ESP Mice, MB
Redox y KRD “Niche B”, biphasic Septic- Check
AFB y Mice-Acid, y BACTEC MGIT960 systems.
Al igual que el BACTEC TB-460, estos nuevos
sistemas se basan en medios liquidos. Estos tltimos
han demostrado ser mas sensibles que los medios
s6lidos, para el aislamiento de la micobacteria de
las muestras clinicas. Sin embargo, la desventaja de
estos dltimos, es su alto costo, lo que es desventaja
para emitir el diagndstico de tuberculosis, sobre todo
en paises de escasos recursos. Los medios de cultivo
basados en “agar sangre” son una alternativa para el
aislamiento de la micobacteria, ya que resultan ser
tan eficientes y ampliamente recomendados como
los medios de cultivo especificos tradicionales.
Ademas, el M. tuberculosis, crece en estos medios
en dos semanas y se ha evidenciado, que la cantidad
de colonias aisladas de las muestras clinicas en ellos,
es significativamente mayor que las aisladas en los
medios s6lidos que contienen huevo. La mayoria de
los laboratorios de bacteriologia de hospitales tanto
privados como oficiales, estdn dotados de los medios
de cultivo en ‘“agar sangre”, los cuales pueden ser
utilizados en un momento dado para el aislamiento
de las micobacterias en caso de no disponer de los
medios especificos de cultivo (22).

Seria adecuado, inclusive considerarlo como un
prerrequisito, identificar la especie de micobacterias,
mediante métodos bioquimicos y moleculares en todos
los cultivos que se reporten positivos.

Coloracion de Paul Ehrlich (Zielh-Neelsen)
Haremos algunas consideraciones sobre este punto,
haciendo hincapié en que en estos métodos, intervienen
dos factores conjuntamente: las caracteristicas
morfolégicas y fisioldgicas de los bacilos y las de
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los colorantes y mordientes. El agente causal de la
tuberculosis fue descubierto en 1882 por Roberto
Koch,es deaspectobacilarrectoy alargado,mide 0,4 x
3 micras, pertenece al orden Actinomicetae ,alafamilia
Mycobacteriaceae'y al género Mycobacterium. Para
visualizarlo microscépicamente, este autor empled
el colorante azul de metileno alcalino seguido por la
tincién de Bismarck (23).

El género Mycobaterium (M) incluye mdés de
100 especies que pueden clasificarse en seis grupos
desde el punto de vista bacteriolégico. El Complejo
tuberculosis comprende las especies M. tuberculosis,
M. bovis (incluida la cepa BCG) y M. africanum,
productoras todas ellas de tuberculosis, siendo el
primero el que se aisla con mayor frecuencia. El
M tuberculosis no se tifie con facilidad, resiste a
la decoloracién por alcohol o dcido una vez tefiido
como se menciond anteriormente. Esta caracteristica
estd dada por la integridad de la pared celular
lipidica hidr6foba que la hace mads resistente que
otras bacterias y se debe a su capacidad de formar
complejos estables de micolato con las tinciones de
cristal violeta, carbolfucsina, auramina y rodamina
por lo que una vez tefiidos resisten decoloracién por
etanol, dcido clorhidrico y otros 4cidos.

Paul Ehrlich fue el autor de la primera tincion
histolégicaque permitié diagnosticarel M tuberculosis
enlabaciloscopia, (1882). Fundament6 su método en
el caracter dcido-alcohol resistente a la decoloracion.
En un comienzo, utiliz6 4cido nitrico y tifié con
violeta de genciana o fucsina en presencia de anilina
disuelta en agua. El nombre de Ziehl-Neelsen fue
aplicado mucho tiempo después que Franz Ziehl,
bacteridlogo propuso utilizar el 4cido carbdlico
en lugar de la anilina, alternativa que ya habia
mencionado Ehrlich. Posteriormente, Kark Adolf
Neelsen, patélogo aleman, sustituy6 el colorante de
violeta de genciana por fucsina y el 4cido nitrico por
acido sulftdrico (también alternativas propuesta por
Ehrlich). Fue Heinrich Albert Johne quien aplicé
los nombres de Ziehl y de Neelsen a esta tincion
sin referirse al autor original en uno de sus trabajos
quedando ya establecido definitivamente (24,25).

Varias modificaciones de la coloraciéon de ZN
fueron probadas con la finalidad de aumentar la
intensidad del color de los bacilos. Biot descubrid
que la inmersién en formol después de la coloracion
de ZN, aumentaba la coloracion de los bacilos.
El Método de Gallego se basa en este principio
aplicado a los tejidos incluidos en parafina fijados
24 horas antes en formol al 10 % y después de la

Gac Méd Caracas

decoloracion del Ziehl, virar en una solucion de
formol al 1 % (26). El uso de la glicerina tiene como
fin, otorgar a las soluciones mds concentracién.
Trabajos experimentales han demostrado que el fenol
puede aplicarse simultdneamente con la fucsina para
obtener una mejor coloracién, puesto que disminuye
la solubilidad de la fucsina en agua y la aumenta en
los lipidos de los bacilos (27).

El nimero 6ptimo de especimenes para un
diagnostico histopatologico certero.

Otro problema que nos planteamos, era la
consideracién de no haber tomado el nimero 6ptimo
de fragmentos para el estudio histopatolégico. Como
se expuso en el andlisis estadistico, la conclusién
de Kirsch y col., era que el nimero 6ptimo para
el diagnéstico de tuberculosis pleural es de 6
especimenes tomados en cada biopsia pleural (12).
Cinco afios antes que este autor, Walshe publico
un trabajo donde consideraba que los especimenes
obtenidos por biopsiaen las iniciales investigaciones,
era insuficiente. Sugeria que debian tomarse hasta 6
especimenes por biopsia para maximizar la obtencion
de tejido pleural (28).

Con el andlisis de otros investigadores, pudimos
afirmar que si bien a mayor nimero de especimenes
por biopsia que se tomen, mayores probabilidades
existen de encontrar el tipo de lesién a diagnosticar
bien sea inflamatoria o tumoral, no necesariamente
es cierto que el nimero de 6 fragmentos es el 6ptimo
para maximizar el diagnéstico. El promedio de 3 0 4
fragmentos es suficiente para obtener un diagnéstico
de tuberculosis o tumor maligno pleural. De tal
manera que estibamos en los limites adecuados para
emitir un diagndstico certero. Algunos autores han
tomado en cuenta el tamafio de la muestra biolégica
para el diagndstico de tuberculosis (29). Nosotros
tomamos en cuenta dos medidas en didmetros:
largo y ancho (Superficie de mm?). Los fragmentos
fueron incluidos por la medida mayor. El cédlculo
de la superficie examinada se hizo multiplicando
el ndmero de secciones histolégicas por caso por la
medida en mm del corte. Aparentemente no hubo
mayor cantidad de casos positivos en los casos con
mas superficie examinados.

Conclusiones y recomendaciones

Concluimos que el aspecto histopatolégico sigue
siendo el mas importante hallazgo para el diagndstico
de tuberculosis pleural, ya que las coloraciones
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para BAAR son poco sensibles y aparentemente
han perdido hasta su especificidad. Los métodos
de inmunohistoquimica y de biologia molecular
confirman con una mayor certeza el diagndstico,
sin embargo, no estan al alcance de todos nuestros
laboratorios de técnica histolégica.

Recomendamos que fueraconveniente y prudente,
reconsiderar la metodologia empleada para la
realizacion de las coloraciones especificas para
BAAR y dentro de este contexto, se concluye que
es importante, la experiencia de los histotécnicos y
observadores.

Un renglén que casi nunca es tocado, es el estado
de las sustancias utilizadas en los laboratorios de
anatomia patolégica. (Almacenamiento, diluciones,
vencimiento, etc.).

Es de hacer notar que siendo el método de los
fluocromos el mas sensible y rdpido de observar,
es poco utilizado en los laboratorios nuestros,
especialmente en los privados. Requiere de un
microscopio de fluorescencia que muchos no poseen.
Por otra parte, es importante la capacitaciéon del
personal de laboratorio para el diagndstico por este
método.

La tuberculosis en Venezuela constituye un
problema de salud publica aumentado por el nimero
de casos en pacientes inmuno-suprimidos como es el
casodelosinfectados con VIH/SIDA. El diagnéstico
de tuberculosis especialmente, la extrapulmonar
pleural es mucho mads dificil, ya que las técnicas
convencionales no son los suficientemente rapidas
ni sensibles. Para lograr una mayor sensibilidad y
especificidad,deben serrealizados estudios posteriores
con el fin de optimizar los procedimientos, desde la
fijacién del material biolégico, hasta la realizacion
de coloraciones especiales.
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RESUMEN

El objetivo fue estudiar la mortalidad neonatal de los
arios 2005 a 2008, conocer su ocurrencia, determinar
caracteristicas maternas, condiciones obstétricasy factores
relacionados.

Es un estudio observacional analitico de 164 neonatos.
Para el lapso hubo 10 180 recién nacidos vivos en el

Departamento de Obstetriciay Ginecologia. Departamento
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Hospital “Dr.Adolfo Prince Lara”, Puerto Cabello, Estado
Carabobo.

Lamortalidadneonatalfue 16,11 por mil recién nacidos
vivos o unamuerte cada 62 nacidos vivos. Hubo predominio
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