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RESUMEN

La deteccién de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) en frotis resulta un aporte
significativo al diagndstico y tratamiento de individuos con inflamacién granulomatosa
crénica (IGC). Con el objetivo de evaluar la presencia de BAAR en diferentes tejidos de pa-
cientes con IGC demostrada y comparar la frecuencia de los extendidos positivos para
BAAR con el grado de formacién de granulomas y necrosis, se disefio un estudio retros-
pectivo, en el que se seleccionaron 57 bloques embebidos en parafina que contenian
biopsias de pleura, pulmén, pericardio, ganglio linfatico y Iébulo cerebral, correspon-
dientes a 30 pacientes (63,3% hombres), mayores de 18 afios, con IGC demostrada y
remitidos al departamento de patologia del Hospital Universitario del Valle entre el 2002-
2008. A cada muestra se le realizaron tres cortes y se sometieron a tinciones de H/E, Zielh
Neelsen y Auramina. La deteccién de BAAR en frotis fue similar para ambas tinciones
especiales en pacientes con IGC necrotizante, reflejando una excelente concordancia en
el diagnéstico (kappa=0,89, 1C95%[0,68-1,0]). Sin embargo, la tincién con Auramina
fue superior a la tincién Ziehl Neelsen para la deteccién de BAAR en pacientes con |IGC
no necrotizante (kappa=0,65, 1C95%[0,23-1,0]). No se encontraron diferencias signi-
ficativas entre la presencia de BAAR y el tipo de inflamacion, sexo y localizacién anatémica
comprometida. En general, fue buena la concordancia entre los métodos histoldgicos
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empleados. Ademas, se hizo evidente la importancia de implementar el uso de técnicas
moleculares minimamente afectadas por el escaso nimero de bacilos presentes en las
muestras, que finalmente ayudan en el reconocimiento del microorganismo.

Palabras clave: biopsia, granuloma, necrosis, infecciones por mycobacterium, diagndstico.
ABSTRACT

Detection of acid fast bacilli (AFB) in smears is a significant aid in diagnosis and treatment
of individuals with chronic granulomatous inflammation (CGl). This study was designed
in order to detect the presence of AFB in several tissues of patients with histologically
proven CGl and to compare the frequency of AFB positive smears with the degree of
granuloma formation and necrosis. We selected 57 formalin-fixed, paraffin embedded
blocks containing specimens of pleura, lung, pericardium, lymph nodes and cerebral lobe,
from 30 patients (63.3% males) older than 18 years, with biopsy proven CGl referred to
the Pathology department at University Hospital of Valle del Cauca (Colombia),between
2002 and 2008.Each sample was cut into 3 sections, and stained using the H/E, Ziehl-
Neelsen and Auramine staining. AFB smear detection was similar in both special staining
procedures in individuals with necrotizing CGl, reflecting an excellent diagnostic
agreement (kappa=0.89, IC 95% [0.68-1.0]). However, Auramine was superior to Ziehl-
Neelsen staining for AFB detection among subjects with nonnecrotizing CGl (kappa=0.65,
1C95% [0.23-1.00]). Non-significant differences were found between the presence of AFB
and the degree of granuloma necrosis, gender, and specific anatomic location. In general,
there was a good agreement between both histological methods employed. Additionally
it is clear that implementation of molecular tests that are minimally influenced by scant
numbers of bacilli in samples is necessary for a definite diagnosis.

Key words: Biopsy, Granuloma, Necrosis, Mycobacterium Infections, Diagnosis.
INTRODUCCION

Los cambios tisulares granulomatosos abarcan un amplio espectro de enfermedades
raras y comunes que en conjunto imponen una enorme carga de enfermedad. Durante
la dltima década, se han implementado nuevas herramientas diagnosticas y notables
avances que han facilitado un mejor conocimiento de los trastornos granulomatosos.
Sin embargo, continta el reto para el clinico y el investigador quienes deben comprender
los complejos genéticos, microbiolégicos, inmunoldgicos, ambientales y factores que
son responsables de las diferentes manifestaciones clinicas y los resultados dispares de
estos trastornos (Geraint y Alimuddin, 1999). La inflamacién granulomatosa como tal,
es un patrén morfoldgico de inflamacién crénica caracterizada por un ntcleo central
constituido por células epiteloides, rodeado principalmente por linfocitos y células gi-
gantes multinucleadas con o sin componente necrotizante (Robbinsetal., 2000). El re-
conocimiento de esta clase de inflamacién crénica es muy importante dado el limitado
nimero de enfermedades crénicas asociadas con este tipo especifico de respuesta
tisular (Baehner, 1990; Liese et al., 2000). Cuando sea posible es importante identificar
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el agente etioldgico porque estas lesiones pueden ser producidas en otras enfermedades
como: brucelosis, sifilis, algunas infecciones micdticas, y reacciones a cuerpo extrafio
(Robbins et al., 2000). El ndmero actual de pacientes afectados se ha incrementado
como consecuencia del aumento en la prevalencia de las enfermedades emergentes que
parecian controladas por los progresos alcanzados en la prevencién y tratamiento. Entre
estas enfermedades se destaca el VIH/SIDA que aumenta la prevalencia de tuberculosis
y de otro tipo de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) asociados con la IGC
(Jackson, 2000). La disponibilidad de métodos diagndsticos complementarios aumenta
la posibilidad de deteccién de BAAR y proporciona al clinico una guia de manejo
etiolégico (Hsiao et al., 2003). El propésito de este trabajo es estudiar la frecuencia de
bacilos 4cido alcohol resistentes en pacientes con IGC.

MATERIALES Y METODOS

El presente es un estudio retrospectivo realizado en el periodo 2002-2008 por los
Departamentos de Patologia y Microbiologia de la Universidad del Valle, Cali, Colombia.
Los especimenes se obtuvieron de un banco de tejidos embebidos en parafina en un
hospital de tercer nivel que cuenta con 495 camas, y es centro de referencia para el suroc-
cidente colombiano. Se incluyd una coleccién de 57 bloques disponibles, que contenia
biopsias de pleura, pulmén, pericardio, ganglio linfatico y Iébulo cerebral; correspon-
dientes a 30 pacientes adultos (63,3% hombres) con diagnéstico histolégico de IGC
necrotizante y no necrotizante. Se excluyeron los casos con insuficiencia de tejido y diag-
ndstico histopatoldgico consistente con infecciones micdticas, y reacciones a cuerpo
extrafio. Esta investigacién conté con el aval del Comité Institucional de Revisién de Etica
Humana (CIREH) de la Universidad del Valle.

PROCEDIMIENTOS HISTOLOGICOS

De cada bloque embebido en parafina se obtuvieron tres cortes de 5 pm. Para el diagnds-
tico histopatoldgico se utilizé la tincién de Hematoxilina/Eosina (Castafieda y Arango,
2003) clasificando la IGC como necrotizante y no necrotizante. Los bacilos dcido alcohol
resistentes se detectaron con las tinciones de Ziehl Neelsen y Auramina/ Rodamina, y se
interpretaron con una escala semicuantitativa (OPS, 2008).

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé un andlisis univariado y bivariado, las variables continuas se describieron como
promedios y las categdricas como proporciones. Al estudiar las diferencias entre catego-
rias durante el andlisis bivariado se utilizé una prueba ch?, con el programa SPSS 15.0 (SPSS
Inc., Chicago, USA) y para comparar el desempefio de las métodos empleados en la
deteccién de BAAR, se estimo el estadistico Kappa en el programa EPIDAT 3.1 (Epidat Inc.,
Galicia, Espafa) su interpretacion se hizo segtin escala sugerida por Landis y Koch, 1977.

RESULTADOS

La IGC fue de tipo necrotizante en 19 pacientes y no necrotizante en 11 (Fig. 1). El 63,3%
de los casos fueron hombres. En las mujeres predominé la IGC no necrotizante 45,4%, y
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en los hombres, 68,4% tuvieron IGC de tipo necrotizante. No se observaron diferencias
significativas del tipo de IGC segtin sexo, edad y localizacién de la lesién. El 80% de los
casos correspondieron a muestras de pleura y pulmén. En las biopsias pleurales se ob-
servé inflamacidén necrotizante en 73,3% (Tabla 1). En los pacientes con IGC necrotizante
la deteccién de BAAR fue similar con las tinciones de Ziehl Neelsen y Auramina/rodamina,
la concordancia fue excelente kappa= 0,89, IC 95% [0,68-1,0]. En los 11 casos con IGC
no necrotizante la proporcién de positividad fue mayor con la tincién por fluorocromos
de Auramina/rodamina 63,6% (Tabla 2), al observar el coeficiente de kappa obtenido, se
encontré una buena concordancia k: 0,65, 1C95% [0,23-1,00]. Ambas pruebas per-
mitieron la deteccion de BAAR consistentes con Mycobacterium spp. en 12/15 (80%) de los
casos con diagnéstico de IGC y sospecha de tuberculosis por antecedentes clinicos como:
tratamiento antituberculoso, sintomatologia y coinfeccion por VIH/SIDA. El coeficiente
global de concordancia para ambos métodos de deteccidn fue excelente, kappa= 0,8, IC
95% [0,58-1,00]. No se observaron diferencias en la deteccién de los BAAR segtin el
método de tincidén y el tipo de inflamacién granulomatosa crénica presente (Tabla 2). En
la figura 1, se muestran los bacilos detectados con las tinciones utilizadas. Se observaron
notables diferencias en cuanto a la resolucién y la coloracién de los diferentes tejidos
sometidos a la tincién con Auramina/Rodamina.

Figura 1. A. Tipica reaccién histopatoldgica en la pleura de un paciente en el presente estudio, en el cual
se evidencia formacién de un granuloma (flecha negra) y célula gigante tipo langhans (flecha blanca)
(hematoxilina-eosina, magnificacién X100). B. Formacién de un granuloma con infiltrado linfocitario
a su alrededor (flecha blanca) en tejido pulmonar de un paciente del presente estudio, se observa la
presencia de necrosis (flechas negras) (hematoxilina-eosina, magnificacién X100). C. Coloracién con
fluorocromos auramina/rodamina en una muestra de pulmén (magnificacién X1000). D. Tincién
convencional de Ziehl Neelsen en I6bulo cerebral mostrando un bacilo tipico (flecha negra) en la region
de necrosis caseosa (magnificacién X1000).
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Caracteristica Tipo de Inflamacién granulomatosa
Necrotizante No necrotizante Total

Edad | |
Promedio 36 42
Error estandar 2,12 4,95
IC de 95% [31,8-40,1] [32,3-51,7]
Sexo n % n % n % Valor-p
Masculino 13 68,4 6 31,6 19 63,3 0,447
Femenino 6 54,6 5 45,4 11 36,7
Tipo de especimen
Pleura 11 73,3 4 26,7 15 50 0,418
Pulmon 3 37,5 5 62,5 8 26,7
Pericardio 3 75 1 25 4 13,3
Ganglio linfatico 1 50 1 50 2 6,7
Lébulo cerebral 1 100 0 0 1 3,3

19 63,3 11 36,7 30 100

Tabla 1. Comparacion de casos por tipo de inflamacion, segiin edad, sexo y diagnéstico histopa-
tolégico de inflamacion granulomatosa crénica por tincion convencional en hematoxilina-eosina.

Tipo de Tipo de tincién
Inflamacién Ziehl Neelsen Auramina/rodamina Concordancia
N Positivo Valorp | Positivo Valorp | K IC 95%
n % n %
Necrotizante 19 8 | 421 | 086 7 | 36,9 | 0,156 | 0,89 | [0,68-1,0]
No necrotizante 11 5 45,5 7 63,6 0,65 [0,23-1,0]
Total 30| 12 | 433 14 | 46,7 0,80 | [0,58-1,0]

Tabla 2. Comparacién de casos por diagnéstico histopatoldgico, tincién Ziehl Neelsen y tincién
Auramina/Rodamina.

DISCUSION

La respuesta inflamatoria granulomatosa es una alteracién histopatolégica asociada a
muchas infecciones (Roos, 1994), presencia de agentes téxicos, alergias, procesos auto-
inmunes, enfermedades neopldsicas y también a condiciones etioldgicas desconocidas. El
conocimiento de la base fisiopatoldgica de esta distintiva reaccidn tisular es de fundamen-
tal importancia para la comprensién de muchos procesos de la enfermedad (Barronetal.,
2006). En Latinoamérica y en el mundo muchos pacientes, victimas de la tuberculosis, de
la lepra y de otras enfermedades infecciosas, desarrollan esta reaccién inflamatoria.

En este estudio, se analizarén 57 biopsias embebidas en parafina de cinco diferentes
localizaciones anatémicas. Estas localizaciones fueron seleccionadas bajo dos criterios:
1) las lesiones granulomatosas afectan con mayor frecuencia estos érganos (Baehner,
1990; Liese et al., 2000; Park et al., 2003; Barron et al., 2006) y 2) la facilidad para la
toma de la biopsia, este ultimo criterio permite explicar por qué el 77% de los casos
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correspondieron a muestras de pleura y pulmén. Las muestras embebidas en parafina
de los archivos patoldgicos son invaluables en estudios retrospectivos; aprovechando
la gran cantidad de tejidos almacenados, el uso de técnicas histoldgicas y el desarrollo
de la tecnologia del ADN recombinante, se puede comparar el andlisis morfolégico con
la investigacién de los dcidos nucleicos y la correlacién clinica (Florez y Gonzélez, 2004).
Sin embargo, la confiabilidad de los resultados depende de la calidad y cantidad de la
muestra, la cual estd directamente relacionada con los métodos utilizados en el proce-
samiento de los tejidos.

Al observar la distribucién de los casos segtin el sexo se encontré que 63% de los pacien-
tes comprometidos eran hombres, esta distribucién no es clara y en nuestra poblacién se
carece de datos epidemioldgicos para explicarla, por lo tanto se hace necesario realizar
estudios que incluyan un mayor tamafio muestral. Llamé la atencién, encontrar una
marcada presencia de |GC de tipo necrotizante en 68,4% de los pacientes masculinos,
sin embargo estas observaciones no fueron significativas. Al observar la distribucién de
los casos segtin el tipo de inflamacién para todas las localizaciones anatémicas compro-
metidas, es de notar que mds de la mitad de los casos presentaron inflamacién con
necrosis, 58% se encontraron en pleura. Este tipo de reaccién tisular es clasicamente
caracteristica de un granuloma inmunitario producido por bacilos micobacterianos en
especial Mycobacterium tuberculosis (Mycobacteriaceae). Por el contrario, en otras enferme-
dades granulomatosas no es frecuente la necrosis caseosa (Robbins et al., 2000). No
obstante, en este estudio se observé que no existe relacién alguna entre la presencia de
estos bacilos acido alcohol resistentes, el sexo, la localizacién anatémica y el tipo de
inflamacién granulomatosa. No se descarta que este hallazgo pueda deberse a un sesgo
por el tamafio de la muestra. Independientemente de esta observacién, los patrones mor-
folégicos de la inflamacién granulomatosa por micobacterias pueden ser suficientemente
caracteristicos como para que el anatomopatélogo con experiencia pueda efectuar un
diagndstico razonablemente acertado, sin embargo, existen muchas formas de presen-
tacién atipica de esta inflamacién, por lo que siempre es necesaria la identificacién del
agente etioldgico especifico por tinciones especiales para BAAR y por métodos molecu-
lares, que desafortunadamente no estan suficientemente validados y hasta el momento,
no han logrado reemplazar los métodos tradicionales de diagnéstico en la practica clinica
(Cormican etal., 1995). Es claro, que la deteccién de BAAR en extendidos observados al
microscopio, en paises de alta endemia de tuberculosis y otras infecciones micobacte-
rianas como el nuestro, constituye la primera evidencia bacterioldgica de la presencia de
micobacterias. En nuestra experiencia, la tincién de auramina/rodamina no presenté
diferencias significativas con la tincién rutinaria Ziehl Neelsen, ambas tinciones concor-
daron en la deteccién de BAAR. Es importante resaltar que la tincién con fluorocromos,
es una técnica facil y rdpida, aunque relativamente costosa. Por lo tanto, se recomienda
el uso de estos fluorocromos en cortes histoldgicos dudosos para Ziehl Neelsen y también
en aquellos casos en donde el personal encargado tenga poca experiencia en la lectura de
estos, para dar un diagnostico preliminar.

Se encontraron notables diferencias en cuanto a la resolucién y la coloracién de los
diferentes tejidos sometidos a la tincién con Auramina/rodamina. El tejido pleural en
comparacién con el tejido pulmonar, mostré pobre resolucién y baja absorcién de los
fluorocromos, esto puede explicarse a partir de las diferencias en la composicién
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histolégica de ambos tejidos. La composicién serosa de la pleura (Gartner y Hiatt,
2002) parece generar impermeabilidad parcial a los componentes quimicos de la au-
ramina/rodamina. A diferencia del pulmén que se compone de tejido parenquimatoso
que dada sus propiedades parece absorber mejor los compuestos de la tincién. Por
otra parte, se encontré que pese a que la gran mayoria de las biopsias eran de origen
pleural constituyendo el 50% de los casos de este estudio, la mayoria de casos diag-
nosticados positivamente para BAAR por ambas coloraciones se observaron en biopsias
de origen pulmonar. Tal hallazgo puede explicarse considerando la fisiologia del agente
patégeno. Desde el punto de vista de los requerimientos de Oz, la mayoria de especies
del género Mycobacterium son aerobios estrictos (Melero, 1987), entre ellas se destaca
por su importancia clinica M. tuberculosis, estas caracteristicas condicionan la preferencia
y la bisqueda de la bacteria a nivel pulmonar. En una investigacién publicada en el afio
2006, Barron y colaboradores reportaron 40% menor sensibilidad para la tincién de
auramina en muestras de pleura embebidas en parafina en relacién a la TB-PCR. Estos
resultados fueron justificados sugiriendo que el tratamiento con formalina y xilol,
pueden disminuir drasticamente la sensibilidad de las técnicas de tincién para BAAR
(Barron etal., 2006), lo cual ha sido reportado por otros autores (Parketal., 2003). No
obstante, estos resultados también pueden explicarse a partir del origen anatémico de
las muestras empleadas. Es claro, que la confirmacién de los diagnésticos clinicos por
tinciones especiales, presentan baja sensibilidad en muestras histolégicas y en este tipo
de muestras no es posible recurrir al cultivo, para garantizar un diagnéstico acertado
de infeccién por BAAR del genero Mycobacterium, se recomienda implementar métodos
moleculares como estudio complementario a los métodos convencionales, que
adicionalmente pueden llevar a la clasificacién del microorganismo.
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