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Background: Tuberculosis is a public health problem,
extrapulmonary presentations have increased, it is
difficult to diagnose because of the low bacillary load.
Objective: To identify risk factors and to evaluate the
efficiency of diagnostic methods in pleural, meningeal,
peritoneal and pericardial tuberculosis.

Methods: Prospective study of cases and controls. A
multiple conditional logistic regression model was used
to identify risk factors. Biopsy was performed and 7 mL
of fluid was extracted from the affected site, Lowestein-
Jensen and MGITI960 culture, Ziehl-Neelsen staining,
adenosine deaminase and endpoint PCR directed to the
insertion sequence 1S6110 for M. tuberculosis were
performed.

Results: 116 patients were included, in 58 M.
tuberculosis was confirmed by positive culture
(meningeal Tb 34 cases, pleural 14, peritoneal 8,
pericardial 2 cases) and 58 serositis of non-tuberculous
etiology. Being a carrier of HIV and living with people
infected with tuberculosis were the main risk factors OR
= 3.6 and OR = 6.8. The staining had sensitivity of
25.9%, PCR of 65.5% and adenosine deaminase with
82.8%.

Conclusions: Conventional diagnostic methods had low
efficacy, adenosine deaminase and molecular biology
techniques are the most useful, in our environment these
tests should be performed immediately in patients with
risk factors and suspected serositis of tuberculous origin.
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n México, en el afio 2014 se diagnosticaron

19 703 casos nuevos de tuberculosis (Tb),

68% de localizacion pulmonar y 32% de

formas extrapulmonares, estos ultimos

representan un aumento alarmante con
respecto a décadas anteriores, lo cual se atribuye al
incremento de enfermedades como diabetes mellitus
(DM), virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) vy
desnutricion, entre otras."

La presencia de bacilos de Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis), presente a nivel pulmonar o en nodos
linfaticos, puede presentar una reactivacion después de la
infeccidn inicial, y eventualmente ingresar a la circulacion
sistémica, desencadenando una reaccion de
hipersensibilidad retardada por la ruptura de un foco
caseoso y exposicion a los antigenos de la micobacteria,
originando diseminacion extrapulmonar. Un sitio cada vez
mas frecuente de diseminacién son las serosas, como
pleura, meninges, pericardio y peritoneo, originando un
exudado y acamulo de gran cantidad de liquido.> Si bien
estas pueden representar menos del 1% de todas las formas
extrapulmonares, tienen una alta mortalidad, sobre todo en
casos en donde el cultivo se encuentra positivo, como se
ha observado en casos de Tb pericardica.” Debido a la gran
reaccion inflamatoria de la serosa se pueden presentar
severas secuelas que son irreversibles en los pacientes que
sobreviven. Otro problema es que los sintomas son
inespecificos y pueden ser causados por diversos agentes
infecciosos.”

El diagndstico de certeza en Tb se basa en la
demostracion de bacilos de M. tuberculosis en el sitio
afectado. Sin embargo, la sensibilidad del frotis y del
cultivo en liquidos no supera el 40%, esto por la naturaleza
paucibacilar de las lesiones, en algunas series solo se
establece el diagnodstico etiologico en el 20% de los
pacientes y en mas del 50% solo se encuentra presencia de
liquido seroso, sin lesiones pulmonares evidentes.’

Se ha empleado, para el diagnostico de Tb en serosas,
la cuantificacion de la enzima adenosina desaminasa
(ADA) que participa en la degradacion de purinas,
convirtiendo la adenosina a inosina y la desoxiadenosina a
desoxinosina. La cuantificacion es indispensable para la
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Introduccion: la tuberculosis es un problema de salud publica,
las presentaciones extrapulmonares han aumentado, siendo de
dificil diagnoéstico por su baja carga bacilar.

Objetivo: identificar los factores de riesgo y evaluar la eficacia
de los métodos diagnosticos en la tuberculosis pleural,
meningea, peritoneal y pericardica.

Métodos: estudio prospectivo de casos y controles. Se empled
un modelo de regresion logistica condicional multiple para
identificar factores de riesgo. Se realizé biopsia y se extrajeron
siete mL de liquido presente del sitio afectado, se realiz cultivo
Léwestein-Jensen 'y  MGITI960, tincion  Ziehl-Neelsen,
adenosina deaminasa y PCR en punto final dirigida a la
secuencia de insercion 1S6110 para M. tuberculosis.

Resultados: se incluyeron 116 pacientes, en 58 se confirmé
M. tuberculosis por cultivo positivo (Tb meningea 34 casos,
pleural 14, peritoneal 8, pericardica 2 casos) y 58 serositis de
etiologia no tuberculosa. Ser portador de VIH y convivir con
personas infectadas con tuberculosis fueron los mayores
factores de riesgo OR = 3.6 y OR = 6.8. La tincion tuvo
sensibilidad de 25.9%, PCR de 65.5% y adenosina
deaminasa con 82.8%.

usuinsay

Conclusiones: los métodos diagnodsticos convencionales
tuvieron baja eficacia, la adenosina deaminasa y las técnicas
de biologia molecular son los de mayor utilidad, en nuestro
medio estos estudios deben realizarse de inmediato en
pacientes con factores de riesgo y sospecha de serositis de
origen tuberculoso.

diferenciacion de células linfoideas e interviene en la
maduracion de monocitos a macréfagos. Su actividad es en
tejido linfoide y su concentracion es elevada en procesos
que interviene la inmunidad celular, estudios han revelado
su utilidad en Tb meningea y serosas con sensibilidad
mayor del 84%.>°

Un método util que ha surgido en los ultimos afios es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), técnica in
vitro utilizada para amplificar enzimaticamente una region
determinada situada entre dos regiones del acido
desoxirribonucléico (ADN), cuya secuencia es conocida,
con resultados positivos en el diagnostico de tuberculosis
extrapulmonar,”® pero que desafortunadamente en algunas
series de Tb meningea su sensibilidad es menor al 60% en
condiciones 6ptimas.”'’

El estudio histopatologico esta indicado en las serositis
para buscar granulomas, células epitelioides con
caseificacion y células gigantes de Langhans, contando
con el inconveniente de no ser especifica, ya que puede
compartir estos hallazgos con micosis, linfomas, reaccion
a cuerpos extrafios, etc., ademas de ser una intervencion
invasiva y costosa.”

El objetivo de este estudio es identificar, en la
poblacion que acude a un hospital de concentracion, los
factores de riesgo mas importantes relacionados con
serositis tuberculosa y evaluar la efectividad de diferentes
métodos diagnosticos en pacientes adultos que radican en
el area metropolitana de la Ciudad de México, que cuenta
con 20 millones de habitantes, siendo la cuarta mas
poblada a nivel mundial.

Material y métodos

Estudio prospectivo de casos y controles, en pacientes
que ingresaron con sospecha de serositis por
M. tuberculosis al Hospital General de México
“Dr. Eduardo Liceaga”, unidad de concentracion de
tercer nivel, de enero del 2012 a diciembre del 2014 en
la Ciudad de México.
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Los criterios de inclusion fueron pacientes que
acudieron consecutivamente al servicio de neumologia con
las siguientes caracteristicas: mayores de 18 aflos,
temperatura > 37.5 °C, baja de peso, astenia, adinamia,
presencia de derrame pleural, derrame pericardico, ascitis
o sindrome meningeo. Los criterios de exclusion fueron:
carecer de diagndstico previo de tuberculosis, no estar bajo
tratamiento con drogas antituberculosas.

Se realizo el diagnostico de certeza de tuberculosis
activa por la presencia de cultivo positivo para
micobacterias, quienes fueron considerados como los
casos en este estudio. Los pacientes en quienes se
identifico serosistis no tuberculosa (diagnosticados con
meningitis viral, meningitis bacteriana y enfermedad
neoplasica metastasica), se clasificaron como controles del
estudio.

A cada paciente se le realiz6 historia clinica, citometria
hematica, quimica sanguinea, deteccion de VIH por prueba
de ELISA, confirmacion por Western Blot, radiografia de
térax, ecocardiograma y tomografia axial computarizada
en craneo, torax y abdomen.

En 13 pacientes se realizé toma de biopsia de peritoneo
por laparoscopia y pleural por toracoscopia, las muestras
obtenidas fueron fijadas en formol al 10% e incluidas en
parafina, seccionadas y tefiidas con hematoxilina-eosina
para examen microscopico. Se establecid la presencia de
tuberculosis cuando se identificaron granulomas con focos
de necrosis caseosa, fibrosis y presencia de células
epiteloides.

A cada uno de los pacientes se le extrajeron, con
técnica aséptica, siete mililitros de liquido de la serosa
afectada, realizandose cultivo para micobacterias con el
medio Lowestein-Jensen (L-J) y prueba de sensibilidad
mediante tubo del indicador del crecimiento de
Mycobacterium, (MGTI 960, BectonDickinson, San José,
California, Estados Unidos de América), siendo este el
estandar de oro para el diagndstico de tuberculosis.

Con cada muestra se realizo, de forma independiente y
a ciegas, tincion de Ziehl-Neelsen (Z-N) para bacilos
acido-alcohol resistentes (BAAR), ADA, PCR en punto
final para la deteccion de la secuencia de insercion 1S6110
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presente en micobacterias del complejo de M. tuberculosis
y una prueba cutdnea con el derivado purificado de la
proteina (PPD-RT23, Statens Seruminstitut, Copenhague,
Dinamarca).

Los estudios bacteriologicos se aplicaron en los
especimenes homogenizados en solucién salina isotdnica,
buffer fosfato y descontaminada con solucion de hidroxido
de sodio al 4%. Después de la neutralizacion y la
centrifugacion, cada homogenizado fue suspendido de
nuevo en agua destilada. Los BAAR fueron identificados
por la tinciéon de Z-N. Para los cultivos, 0.2 mL de los
homogenizados de las muestras fueron inoculados en
botellas con el medio liquido fluorescente de MGIT 960 y
en medio solido L-J. Los cultivos fueron incubados a
37 °C por ocho semanas e inspeccionados semanalmente
para valorar el crecimiento.

Un mililitro de cada muestra se concentré por
centrifugacion a 9200 rpm durante 10 min, el sedimento se
resuspendié en 200 pl de regulador TE 1X (1mM Tris-
HCI, 0.1 mM EDTA). La extraccion de ADN se realizo
utilizando el estuche QIAamp® DNA Blood Mini kit
(Qiagen Inc., Valencia, California, Estados Unidos de
América) donde se adicionaron 30 pl de proteinasa K
(20mg/mL) y 200 pl de regulador AL y se incubaron a
60 °C durante 30 min en la etapa de lisis, la elucion del
ADN se hizo con 60 pl de regulador AE. La PCR fue
desarrollada en el InDRE para un producto de
amplificacién 140 pb correspondiente a la secuencia de
insercion ~ 1S6110 caracteristica ~ del  complejo
M. tuberculosis. Los iniciadores empleados fueron
IS6110F (5 '-GGATCCGCCAGCCCAGGATCCTGCG-3")
y IS6110R (5'-AGGTGCGGACCACCAGCACCTAACC-
3'). La mezcla de reaccion se hizo en un volumen de 50 pl,
la cual contenia 10mM Tris-HCI, 1.5 mM MgCI2, 50 mM,
KCI (pH 8.3), 1 U Taq polimerase, 2 mM de una mezcla
de dNTP (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania), 0.2 mM de cada iniciador y 3 pl de ADN. Las
condiciones de reaccion fueron: 1 ciclo de 1 min a 94°C,
seguido de 45 ciclos de 15 s a 94°C, 50 s a 70 °C y un
ciclode 7 min a 72 °C.

La prueba de ADA se realiz6 por técnica colorimétrica
de Giusti,'' se consideré como positiva en liquido pleural
un valor de corte de mayor a 40 IU/L, liquido
cefalorraquideo 7 IU/L, ascitis 30 IU/L, liquido
pericardico 50 TU/L.>®

Para el analisis de asociacion con la presencia de
serositis tuberculosa, se obtuvo del expediente clinico la

informacion de las siguientes variables: edad, género,
VIH, DM vy convivencia con personas previamente
infectadas con tuberculosis. Se realizd un modelo de
regresion logistica condicional multiple para identificar
factores de riesgo asociados con la presencia de
tuberculosis.

El estandar de oro para el diagnodstico de Tb fue por
crecimiento de M.tuberculosis en los medios de cultivo.
Adicionalmente, se realizaron pruebas diagnosticas como
la prueba cutdnea de tuberculina (PPD), ADA, BAAR y
PCR, las cuales se contrastaron con el estandar de oro
obteniendo su sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo e indice kappa.
También se estimaron todos estos indicadores con una
prueba diagnostica multiple en paralelo en conjunto con
ADA y PCR. El anélisis estadistico fue realizado con el
programa STATA version 14.

Resultados

De un total de 528 pacientes que ingresaron con
sospecha de serositis tuberculosa de enero del 2012 a
diciembre del 2014, en 58 casos (11%) se confirmé M.
tuberculosis por cultivo L-J y MGIT 960 positivo, con un
crecimiento de 38 dias en promedio, (34 Tb meningea, 14
Tb pleural, 8 Tb peritoneal y 2 casos de Tb pericardica)
(figura 1). En 13 de los pacientes se practic6 toma de
biopsia, en los demds se omiti6 debido a las condiciones
de gravedad que presentaban a su ingreso hospitalario.
En este estudio se obtuvieron 58 controles, pacientes con
cultivo para micobacterias negativo, es decir, con
patologia de origen no tuberculosa, de los cuales hubo 33
hombres y 25 mujeres, con un rango de edad de 22 a 65
aflos, la etiologia correspondid6 a 30 pacientes con
meningitis bacteriana, 4 con meningitis viral, 8 casos con
derrame pleural maligno y 6 con empiema, 8 pacientes
con cirrosis hepatica y 2 casos con metastasis a
pericardio.

Tres pacientes con Tb meningea y dos con Tb pleural
presentaron conjuntamente Tb miliar, un caso de Tb
pleural se acompaiid de Tb ganglionar. La respuesta
clinica fue evaluada durante un afio posterior al
diagnostico. El tratamiento iniciado en todos los casos
diagnosticados con Tb, a base de isoniazida, rifampicina,
pirazinamida y etambutol, fue estrictamente supervisado.

Figura 1 A. Derrame pericardico masivo B. Derrame pleural derecho C. Engrosamiento del peritoneo parietal y visceral, ascitis
libre, nodos linfaticos retroperitoneales D. Tuberculomas caseificantes
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La media de edad en este estudio fue de 40.4, 50.2 y 45.3
aflos para casos, controles y el total respectivamente. En el
cuadro I se muestran las caracteristicas de la poblacion
estudiada comparada con los controles, los casos
presentaron una mayor proporcion de hombres VIH
positivos y de convivencia con personas portadoras de Tb.

En el andlisis de regresion logistica condicional, el sexo
masculino, positividad a VIH y convivir con personas
infectadas con Tb, resultaron ser factores de riesgo
importantes, con las razones de momios respectivas de OR
= 3.02, OR = 3.58 y OR = 6.83, siendo estadisticamente
significativas al 95% de confianza (p < 0.05) (cuadro II).

Cuadro | Comparacion de las caracteristicas de los casos y los controles

Variable Total Casos Controles Comparacién
n=116 n =58 n =58 p
Edad (afios * desviacion estandar) 453+ 16.0 40.4+13.0 50.2+17.2 < 0.001
Sexo
Mujeres, namero (%) 41 (35.3) 16 (27.6) 25 (43.1) 0.080
Hombres, nimero (%) 75 (64.7) 42 (72.4) 25 (43.1)
Virus de inmunodeficiencia humana
Negativo 75 (64.7) 30 (51.7) 45 (77.6)
0.004
Positivo 41 (35.3) 28 (48.3) 13 (22.4)
Diabetes mellitus
Negativo 95 (81.9) 50 (86.2) 45 (77.6)
0.228
Positivo 21(18.1) 8(13.8) 13 (22.4)
Contacto con personas con tuberculosis
No 104 (89.7) 49 (84.5) 55 (94.8)
N 12 (10.3) 9 (15.5) 3(5.2) 0.067
Cuadro Il Modelo de regresion logistica condicional de factores de riesgo asociados a serositis por M. Tuberculosis
Variable Razén de momios ajustada Intervalo de confianza al 95% P
Edad (afios * desviacion estandar) 0.96 (0.92 - 0.99) 0.048
Sexo
Mujeres, nimero (%) 1.00
(1.04 - 8.77) 0.042
Hombres, numero (%) 3.02
Virus de inmunodeficiencia humana
Negativo 1.00
(1.10 - 11.63) 0.034
Positivo 3.58
Diabetes mellitus
Negativo 1.00
(0.38 - 5.22) 0.604
Positivo 1.41
Contacto con personas con tuberculois
No 1.00
S 6.83 (1.04 - 44.69) 0.045
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Cuadro lll Analisis de pruebas diagnosticas en serositis por Mycobacterioum tuberculosis

Prueba Sensibilidad (%) Especificidad (%) V?ggig;idz;?;/ ° Vﬁg;{fgiﬁi\)’o Conf;);(é&;ncia
PPD 15.5 94.8 75.0 529 0.10
ADA 82.8 93.1 923 84.4 0.76
BAAR 259 100.0 100.0 57.4 0.26
PCR 65.5 100.0 100.0 744 0.66
ADAy PCR 93.1 93.1 93.1 93.1 0.86

PPD = Prueba cutanea de tuberculina; ADA = Enzima adenosina desaminasa; BAAR = Bacilos acido alcohol resistentes;

PCR = Reaccién en cadena de la polimerasa

El reporte de biopsia de 8 pacientes con sospecha de Tb en
pleura y 5 en peritoneo, fue compatible con tuberculosis en
9 casos (69%), en los casos restantes el material fue
insuficiente para establecer el diagnostico. Los hallazgos
hitopatologicos encontrados en los casos compatibles
fueron: granulomas, necrosis caseosa e hiperplasia
linforreticular.

En los métodos diagndsticos para la identificacion de
tuberculosis, la prueba diagndstica con la menor
sensibilidad fue el PPD (15.5%) con un indice de kappa de
0.1, mientras que la cuantificacion de ADA presentd la
mayor sensibilidad (82.8%) con una especificidad de
93.1%, valor predictivo positivo de 75% y negativo de
52.9%, y la mayor concordancia con kappa = 0.76. Al
emplear una prueba diagndstica multiple en paralelo con
ADA y PCR se logr6 la mayor sensibilidad para el
diagnodstico de Tb con 93.1% y un indice kappa de 0.86
(cuadro III).

Discusion

La tuberculosis sigue siendo una de las enfermedades
trasmisibles con mayor mortalidad a nivel mundial, debido a
la pandemia de VIH/SIDA y al incremento de enfermedades
cronico degenerativas. Se calcula que 9 millones de
personas en 2013 a nivel mundial contrajeron Tb, de las
cuales 1.1 millones eran VIH positivas.1

México es un pais emergente y no es ajeno a esta
problematica. En el ultimo afio se diagnosticaron 19 703
casos nuevos de Tb y se realizaron 14 188 pruebas para
detectar VIH/SIDA, resultando positivas en 1068 pacientes
(7.5%). En nuestra serie el 48.3% de los pacientes fueron
positivos, con un promedio de CD4 < 100 células/mm’, el
género masculino fue mas afectado, siendo este un factor
de riesgo importante para presentar serositis por
M. tuberculosis con una OR de 3.58.

En nuestro estudio se identificoé que el 80% de los
pacientes positivos a VIH no se conocian portadores de la
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enfermedad, por lo que es imprescindible otorgar
tratamiento  antirretroviral y  quimioprofilaxis con
isoniacida."'* Esto es relevante ya que en pacientes con
serositis y negativos a VIH, la mortalidad es del 25% y se
incrementa hasta en el 67% en casos con VIH/SIDA."

El incremento de DM ha aumentado los casos de Tb,
los pacientes presentan un cuadro clinico mas agresivo que
los no diabéticos y requieren manejo hospitalario, en
nuestra serie encontramos que el 13.8% de los casos con
serositis presentaron el binomio DM/TB con una OR de
1.41. En nuestra poblacion se requiere realizar estudios de
tamizaje rutinarios de esta patologia para disminuir
complicaciones por la presencia de micobacterias.'*"

La convivencia con personas con infeccion activa por
Tb, la encontramos en el 15.5% de los casos de serositis
por Tb, representando un importante factor de riesgo con
una OR de 6.83. La tuberculosis latente es un riesgo
importante, sobre todo en personal médico, diabéticos y
fumadores,'® en quienes se puede encontrar la prueba
cutanea con PPD positiva hasta en el 59% de los casos,
provocando que se incremente de manera importante la
reactivacion de M. tuberculosis por infeccion latente.'”"®

La Tb se presenta frecuentemente en hombres en edad
productiva, como ocurrid en este estudio, la cual se
observd en 72.4% del género masculino, con baja
escolaridad, recursos econdomicos reducidos y edad
promedio de 40 afios, comportamiento epidemioldgico
semejante al de otros paises similares al nuestro.'”*

En cuanto a las pruebas diagnodsticas, los métodos
convencionales otorgaron pobres resultados, a diferencia
del ADA que resultd ser un excelente biomarcador, en el
estudio se encontr6 una sensibilidad del 82.8%,
especificidad del 93.1% e indice de kappa del 0.76. En la
literatura, en estudios comparativos con métodos
convencionales en pleuritis, el ADA ha sido satisfactorio
para el diagnostico, con una sensibilidad del 93%.7"* La
combinacion de ADA y la toma de biopsia pueden mejorar
el diagnostico, en la presente serie solo se realizaron 13
biopsias, encontrando hallazgos compatibles con
tuberculosis en Unicamente nueve pacientes, dejando un
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importante numero de casos sin diagnéstico.”** El ADA
ofrece un valor por debajo del nivel discriminativo 6ptimo,
pues descarta la infeccion por M. tuberculosis, sin
embargo, podemos encontrar falsos negativos en presencia
de tratamiento antituberculoso y de VIH/SIDA, que alteran
los resultados por afectacion de los linfocitos T. Se pueden
encontrar falsos positivos en pacientes con neoplasias,
enfermedades autoinmunes y empiema.”*

En nuestro estudio encontramos que el PCR tuvo una
sensibilidad del 65.5%, especificidad del 100%, e indice
de kappa 0.66. Los métodos como el PCR superan en
algunas series los métodos convencionales, por lo que
algunos estudios recomiendan utilizar méas de un método
diagnodstico, sobre todo en casos de tuberculosis
extrapulmonar.”® En esta investigacion, al combinar
pruebas diagnosticas multiples en paralelo con ADA y
PCR, se logré aumentar la sensibilidad hasta 93.1%,
demostrando ser un excelente método diagnostico en
serositis por M. tuberculosis.

En 2013, un 58% de los 4.9 millones de casos de Tb
notificados en el mundo se confirmaron
bacteriologicamente y mediante pruebas de biologia
molecular recomendadas por la Organizacion Mundial de
la Salud. El uso creciente de nuevas técnicas diagnosticas
estd permitiendo diagnosticar correctamente a un numero
significativamente mayor de pacientes con Tb, pero
desafortunadamente estas siguen siendo costosas y poco
accesibles, por lo que contintan habiendo grandes
deficiencias en materia de tratamiento, sobre todo en
paises emergentes.”**’

La confirmacion de Tb y de resistencia al farmaco
mediante pruebas de laboratorio son fundamentales para
que las personas con signos y sintomas de la enfermedad
sean diagnosticadas y tratadas correctamente. El
diagnoéstico tardio incrementa las secuelas hasta en el 25%
de los casos, sobre todo en Tb meningea y pericardica.”**
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