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Resumen. Objetivo: Evaluar la utilidad de la técnica reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) aplicada a diagndstico de la enfermedad
tuberculosa en poblacion infantil.

Pacientes: Todos |os pacientes que acudieron durante el afio 1995 a
Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona por sospecha o interésen
descartar enfermedad tuberculosa. Se consideraron dos tipos de
diagndstico: 1) diagndstico de evidencia clinicasin confirmacion
microbioldgica, y 2) diagndstico de certeza con confirmacion
microbiol dgica.

Método: Todas las muestras enviadas al laboratorio de
microbiologia para el estudio de micobacterias fueron procesadas
mediante baciloscopia, cultivoy PCR. Paralarealizacion delaPCR se
utilizé el test Amplicor PCR M. tuberculosis®.

Resultados: Durante €l periodo de estudio se procesaron 64
muestras, la mayoriajugos gastricos, de 41 nifios. Se diagnosticaron 14
pacientes de enfermedad tubercul osa con edades comprendidas entre 8
meses'y 17 afios. La confirmacion microbiol dgica por PCR y/o cultivo
se obtuvo en cuatro pacientes (31%). En uno de ellos solo la PCR fue
positiva (tincién y cultivo negativos), existiendo evidenciaclinicade
enfermedad tubercul osa. Todas las muestras con cultivos positivos a M.
tuberculosis, de los tres pacientes restantes, fueron positivas por PCR.
No detectamos ningtn falso positivo en el total de muestras procesadas.

Conclusién: Aun con las limitaciones del diagndstico
microbioldgico de latuberculosisinfantil 1a PCR contribuye a
perfeccionar este diagnostico destacando por su rapidez con posibilidad
de entrega de resultados en 9 horas, su sensibilidad, en nuestra serie
ligeramente superior al cultivo, y por su especificidad.
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at the microbiology laboratory were processed by baciloscopy, culture
and PCR. Amplicor PCR M. tubercul osis® was used as the PCR
method.

Results: Sixty-four samples (most of them gastric juices) from 41
children were processed during the study period. Fourteen patients,
between 8 months and 17 years of age, were diagnosed of tuberculosis.
Microbiological confirmation by culture and/or PCR was obtained in
four patients (31%). PCR was the only positive technique in one child
(staining and culture negative) with clinical evidence of tuberculosis.
All samples from the other three patients that had positive cultures also
had positive PCR results. False positives were not detected.

Conclusions: PCR improves the diagnosis of pediatric tuberculosis.
It stands out because of its quickness (possibility of a9 hour turn-around
time), sensitivity (slightly higher than culturesin our series) and
specificity.
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DIAGNOSISOF TUBERCULOSISIN CHILDREN.
EVALUATION OF THE TECHNIQUE OF POLYMERASE
CHAIN REACTION

Abstract. Objective: The purpose of this study was to evaluate the
usefulness of the technique of polymerase chain reaction (PCR) for the
diagnosis of tuberculosis in the pediatric population.

Patients and methods: All patients seen at the University Hospital
Sant Joan de Déu in Barcelona during the year of 1995 in which there
was aclinical suspicion of or an interest in discarding tuberculosis were
studied. Two types of diagnoses were considered: 1) Diagnosis from
clinical evidence without microbiological confirmation. 2) A certain
diagnosisincluding microbiological confirmation. All samples received
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Introduccién

Latuberculosis es una enfermedad curable que lejos de
estar erradicada contindia siendo un grave problema de salud
puablica.

En Catalufia, laincidencia de enfermos se encuentra estabi-
lizada alrededor de 3.000 casos por afio, siendo aproximada:
mente la tercera parte baciliferos. La elevada tasa de 50 por
100.000 habitantes’V) y la presencia de un elevado nimero de ca-
sos en jGvenesy nifios es propia de un pais que no tiene contro-
lada la endemia.

Latuberculosisinfantil constituye un buen indicador de la
situacién epidemiol 6gica de esta enfermedad en la comunidad,
con alto rendimiento en lainvestigacion de las fuentes de con-
tagio. El diagndstico precoz en los tres diferentes estadios que
presentalaenfermedad (exposicidn, infeccidn y enfermedad) es
crucial para un adecuado control de esta patologia.

El diagnostico de la enfermedad tuberculosa en nifios es
dificil, debido al escaso rendimiento de las pruebas de labora
torio tradicionales y por la escasez de sintomas e inespecifici-
dad de los mismos®. Los datos clinicos y radiol 6gicos son, en
ocasiones, diagnosticos, pero € estudio microbiol 6gico esel que
confirmael resultado. Los métodos de diagnostico microbiol -
gico de laenfermedad tubercul osa adolecen de importantes li-
mitaciones. Tradicionalmente el nico método répido de diag-
ndstico de las micobacteriosis, usado desde hace 100 afios, con-
sistiaen la visualizacion directa de la muestra a través del mi-
croscopio. Latincion de Ziehl-Neelsen y latincion fluorescen-
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te de auramina-rodamina eran y son los procedimientos mas uti-
lizados, pero presentan una baja sensibilidad®. La confirmacion
del diagndstico por cultivo puede retrasarse mas de 6 semanas
por &l lento metabolismo de Mycobacterium tuberculosis. Debido
alaeliminacion intermitente de las micobacterias es necesario
procesar mas de una muestra para aumentar el rendimiento del
cultivo. En la poblacion infantil el cultivo de M. tuberculosis
presenta una dificultad afiadida que le resta sensibilidad: en los
nifios no es facil obtener un esputo adecuado por 1o que se sue-
le procesar jugo gastrico, muestra que por sus caracteristicas
es poco idénea paralaviabilidad de las micobacterias y que sue-
le ser paucibacilar.

L as nuevas técnicas de amplificacion genética con su mayor
sensibilidad y especificidad“® pueden contribuir asolventar es-
tas limitaciones del diagndstico microbioldgico. Lareaccion en
cadenadelapolimerasa (PCR) es una de estas técnicas. El prin-
cipio delaPCR esingenioso y sencillo, consiste en unaampli-
ficacion «in vitro» de fragmentos especificos de los acidos nu-
cleicos por copia repetida mediante la enzima ADN polimera-
sa

Recientemente se ha introducido en el mercado un sistema
comercial, Amplicor TB® (Roche Diagnostic System), que agi-
lizay facilitalatécnica pudiendo tener resultados definitivos en
9 horas™. Este sistema amplifica parte del gen 16sRNA delas
micobacterias y detecta, mediante una sonda marcada enzima-
ticamente, una region especificade M. tuberculosis complex.

El objetivo del presente estudio es evaluar si la aplicacion
de latécnica de amplificacion genética PCR haincrementado la
sensibilidad, rendimiento y rapidez del diagnostico de laenfer-
medad tubercul osa en nuestra poblacion infantil.

Pacientes y métodos
Pacientes estudiados

Se realiza un estudio retrospectivo de |os casos diagnosti-
cados de tuberculosis infantil en el Hospital Universitario Sant
Joan de Déu de Barcelona durante €l periodo comprendido en-
tre enero-diciembre de 1995. Se trata de un hospital de nivel
C, materno-infantil que atiende a una poblacion de 1.500.000
habitantes (&rea de cobertura Region Sanitaria 5, Costa de
Ponent). Lablsqueda de los casos se realizé a partir delos diag-
ndsticos de alta hospitalaria, registro nominal de las enferme-
dades de declaracion obligatoriay diagndstico de las muestras
remitidas a laboratorio. El diagndstico de tuberculosis se reali-
6 por anamnesisy exploracion clinicadel paciente, reaccion de
la tuberculina mediante prueba de Mantoux (2UT, PPD RT-23
> 5mm), estudio radiol égico de torax y analisis microbiol bgi-
co: baciloscopia, cultivo y deteccidn de secuencias genéticas es-
pecificas de M. tuberculosis mediante PCR en todas las mues-
tras procesadas de | 0s pacientes con sospecha de enfermedad tu-
berculosa o interés en descartarla.

Se consideran dos tipos de diagnostico:

- Diagnostico de certeza: cultivo positivo aM. tuberculosis
y/o PCR positiva, esta Gltima con evidencia clinica de enfer-
medad tubercul osa.
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Tabla | Nuamero y tipo de muestras estudiadas
Jugo gastrico 33 Esputo 8
Sangre 6 Liquido pleurd 6
Adenopatia 4 LCR 3
Aspirado bronquial 2 Secrecion dtica 1
Puncion esplénica 1 Total 64

- Diagnostico clinico: evidencia de clinica de enfermedad
tuberculosa con curacidn por tratamiento con farmacos tuber-
cul ostéticos sin confirmacidn microbiol 6gica.

M étodo microbiolgico

Serealiz6 tincidn de Ziehl-Neelsen y cultivo en los medios
de Lowestein-Jensen y medio liquido de Middlebrook. Las mues-
tras fueron decontaminadas (excepto sangre, adenopatiasy li-
quidos estériles) por el método NaOH-N-acetyl-L -cysteina, cul-
tivandose en los medios referidos siguiendo protocolos previa-
mente establecidos®. Los aislamientos fueron remitidos al
Hospital Clinico de Barcelona para su identificacion segln las
caracteristicas del cultivo y técnica de hibridacién con sondas
de ADN (Gen Probe Inc. San Diego, California).

Técnica de PCR

El procesamiento de las muestras por PCR se realiz0 si-
guiendo el método y reactivos de Amplicor® M. tuberculosis
complex. Para su aplicacion en muestras diferentes a esputos y
liquido pleura se afadieron los siguientes pasos ala prepara-
€ién delamuestra antes de su procesamiento con € kit Amplicor:

Sangre: 500 pl de sangre recolectada con EDTA eran lava
dos a momento con una solucién de PBS conteniendo menos
del 4% de detergente (Amplicor Whole Blood Specimen
Preparation Kit®).

Jugo géstrico, liguido cefalorraguideo v aspirado bronquial:
microcentrifugacion de 1-2 ml de muestraa 12.000 x g duran-
te 5 minutos, descartando €l sobrenadante.

Puncién esplénicay adenopatias: trituracion de la muestra
con un homogenizador de fondo cdnico con posterior lavado con
lasolucion de PBS referida en los lavados parala sangre.

Resultados

Durante el periodo de estudio se procesaron 64 muestras
(Tablal) de 41 pacientes, 26 varonesy 15 mujeres con edades
comprendidas entre 8 meses y 17 afios. De éstos, se diagnosti-
caron de tuberculosis 14 pacientes; 8 eran varonesy 6 mujeres
(Tablall). Se descarté la enfermedad por M. tuberculosis com+
plex en los restantes 27 pacientes.

La confirmacidn microbiol égica por cultivo y/o PCR se ob-
tuvo en cuatro pacientes; en uno de ellos sdlo seidentifico el mi-
croorganismo por latécnica PCR, existiendo evidenciaclinica
de enfermedad tuberculosa (Tablalll).

De estos 14 nifios se procesaron 28 muestras: 24 jugos gas-
trico, 1 sangre, 1 esputo, 1 liquido pleura y 1 biopsia ganglio-
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Tabla Il Distribucion de los casos de tuberculosis

por edades y sexo

Edad Varones Mujeres Total
0-4 afios 4 2 6
5-9 afios 2 2 4
10-15 afios 1 - 1
16-17 afios 1 2 3
Total 8 6 14

nar. En seis de los 14 nifios se habian procesado tres 0 més mues-
tras. En ningln caso fue positiva méas de una muestra por en-
fermo.

Latincion de Ziehl-Neelsen fue positiva en una muestray
el cultivo en tres muestras de tres pacientes. Se detectaron se-
cuencias especificas de M. tubercul osis complex en muestras de
cuatro pacientes.

De los restantes 27 pacientes con sospecha de enfermedad
tuberculosa se procesaron 36 muestras para estudio microbio-
|6gico siendo en un caso la baciloscopia positiva, la PCR ne-
gativa eidentificandose por cultivo M. kansasii. En otro caso la
baciloscopiay la PCR en sangre fueron negativas creciendo en
el cultivo M. aviumintracellulare complex. Estos dos pacientes
estaban coinfectados por € virus VIH-1. Labaciloscopia, e cul-
tivoy laPCR fueron negativos en d resto de muestras delos de-
més pacientes. En el posterior seguimiento clinico se descartd
en todos estos pacientes el diagndstico de tuberculosis.

Discusion

En nuestro medio, la prevalencia de infeccion tuberculosaen
poblacion infantil continta en descenso después de haber alcan-
zado una ciframéximaen 1990, pero continuamos con niveles
altos de endemia. En nuestro hospital hemos observado estadis-
minucion en laincidencia de enfermedad tuberculosa; asi, delos
24 nifios diagnosticados en 1994 hemos pasado a 14 en 1995.

Se ha descrito que en lainfancia no se observan diferen-
cias por sexo debido ala ausencia de diferencias profesionales
0 laborales intersexos19. Otros autores refieren un predominio
de varones con diferencias significativast12, Nosotros encon-
tramos 8 nifios frente a 6 nifias pero el escaso nlmero de nues-
tros pacientes no nos permite extrapolar datos parallegar auna
conclusion en este sentido.

Coincidiendo totalmente con la literatura, las edades mas
susceptibles paralaadquisicion de enfermedad tubercul osa co-
rresponden en nuestra poblacién al grupo de 0-4 afios y ado-
lescencia, con menor prevalenciaen € resto de lainfancia®1?,

El impacto delaepidemiade virus delainmunodeficiencia
humana (VIH) en la epidemiologia de la tubercul osis es paten-
te en nuestro medio. Seguin e Consejo Asesor Clinico del Plan
Nacional sobre el SIDA, en Espafialainfeccion por VIH esen
laactualidad el principal factor de riesgo para padecer enfer-
medad tubercul osa, representando que el 20-45% de los culti-
vos positivos aM. tubercul osis corresponderian a pacientes con
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Tabla Ill  Resultados microbiolégicos de las 64
muestras procesadas
Muestra PCR Baciloscopia Cultivo
1Jugo géstrico  Positiva Negativa Negativo
1Jugo géstrico  Positiva Negativa M. tuberculosis
1Jugo géstrico  Positiva Positiva M. tuberculosis
1 Esputo Negativa Positiva M. kansasii*
1 Adenopatia Positiva Negativa M. tuberculosis
1 Sangre Negativa Negativa M. aviumintracellulare*
58 Muestras Negativa Negativa Negativo

* Pacientes coinfectados por €l virus VIH-1

infeccion por VIH®). En nuestra serie no existia coinfeccion por
el VIH en ninguno de los 14 pacientes diagnosticados de en-
fermedad tuberculosa pero si en los dos con micobacterias ati-
picas.

El problema del diagndstico confirmatorio mediante méto-
dos microbiol dgicos es manifiesto. Delos 14 nifios, solo entres
(25%) pudimos confirmar €l diagndstico mediante métodos mi-
crobiol 6gicos tradicionales (tincion de Ziehl-Weelsen y culti-
vo). El estudio por PCR fue la técnicamés sensible, siendo po-
sitiva en cuatro nifios (33,3%), resultado similar al 40% en-
contrado por Smith(®4 en pacientes pediétricos, pero notable-
mente inferior a 83,3% hallado por Delacourt®. Este dltimo au-
tor encontraba también que un 38,9% de los nifios con infeccion
tubercul osa pero sin enfermedad aparente presentaban alguna
muestra positiva por PCR. Este hecho implicard que la PCR
no seria (til para diferenciar lainfeccion de la enfermedad. En
nuestro caso todas las muestras positivas pertenecian a pacien-
tes con enfermedad.

Lamayoria de los diagndsticos (66,7%) tuvo que realizar-
se por criterios clinicos e histol 6gicos. La baciloscopia solo fue
positivaen una muestra de un nifio, por o que e rendimiento de
esta técnica es escaso (un 4%, una muestra de 25 procesadas),
lo que corrobora la escasa sensibilidad de esta técnica aplicada
apoblacion infantil.

Podemos observar en nuestros resultados que en ninguin ca-
S0 en |os que se procesaron varias muestras se obtuvo un re-
sultado positivo en todas ni por cultivo ni por PCR. Debemos
remarcar que al igual que para obtener mayor rentabilidad en el
cultivo de micobacterias es recomendable y necesario cultivar
muestras sucesivas®™ para optimizar el rendimiento de la PCR
es muy aconsgjable estudiar repetidas muestras del enfermo.

No detectamos ningln falso positivo por PCR en las mues-
tras procesadas en las que posteriormente se descarté €l diag-
ndstico de enfermedad tuberculosa. Es de destacar os resulta:
dos de cultivo positivo a micobacterias atipicas y negativos
por PCR, lo que confirma su especificidad a nivel de especie.
La especificidad encontrada fue del 100%, pero se han descri-
to en laliteratura resultados de falsos positivos con tasas entre
el 3y d 77%(1 por contaminacion con amplificados o por arras-
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tre de material genético de unas muestras a otras. Es importan-
te trabajar en condiciones estrictas con una infraestructura ar-
quitectonica adecuada (tres areas de trabajo separadas) y mate-
rial exclusivo en cada area, entre otros requisitos. Por Gltimo, se
hade redlizar una cuidadosa interpretacion de | os resultados por
PCR tanto por el microbidlogo como por €l clinico.

El disponer de una técnica con esta especificidad y rapidez
es de utilidad tanto desde el punto de vista de atencion directa
al paciente como desde el enfoque de salud publica en la bls-
queda de focos de contagio, pero hay que anotar que la sensi-
hilidad (en nuestra serie), si bien esligeramente superior a cul-
tivo, no soluciona los problemas de |as limitaciones del diag-
ndstico microbioldgico. Esta limitacidn tanto del cultivo como
delaPCR puede deberse alas caracteristicas en la eliminacion
transitoria de las micobacterias, que implica ausencia de micro-
organismos en algunas de las muestras procesadas. Otra causa
de falsos negativos por PCR eslapresenciadeinhibidores de la
ADN polimerasa en la muestra clinica?.

En conclusion, la PCR ofrece una sensibilidad ligeramente
superior d cultivoy contribuye apaliar laslimitaciones del diag-
ndstico microbiol 6gico, en especia por ofrecer unos resultados
definitivos alas 9 horas de recepcidn de la muestra, pero con-
tinuamos con |os problemas inherentes a las caracteristicas de
la enfermedad tuberculosa en |os pacientes pediatricos, formas
pauicibacilares, dificultad de encontrar el limite entre infeccion
y enfermedad o lanecesidad de procesar multiples muestras por
eliminacién de micobacterias no constante.

El diagnostico por métodos microbiol dgicos tradicionales
combinado con las nuevas tecnol ogias moleculares como laPCR
€s necesario no ya solo para la confirmacion de la enfermedad
sino cada vez mas para estudios epidemiol 6gicos mediante el
estudio del polimorfismo del genomade M. tuberculosis™ o pa
rael estudio deresistencias alos antimicrobianos utilizados, de-
bido a hecho de los cada vez més frecuentes casos de tubercu-
losis resistentes a multiples farmacos®).
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