
Introducción
La tuberculosis es una enfermedad curable que lejos de

estar erradicada continúa siendo un grave problema de salud
pública.

En Cataluña, la incidencia de enfermos se encuentra estabi-
lizada alrededor de 3.000 casos por año, siendo aproximada-
mente la tercera parte bacilíferos. La elevada tasa de 50 por
100.000 habitantes(1) y la presencia de un elevado número de ca-
sos en jóvenes y niños es propia de un país que no tiene contro-
lada la endemia.

La tuberculosis infantil constituye un buen indicador de la
situación epidemiológica de esta enfermedad en la comunidad,
con alto rendimiento en la investigación de las fuentes de con-
tagio. El diagnóstico precoz en los tres diferentes estadios que
presenta la enfermedad (exposición, infección y enfermedad) es
crucial para un adecuado control de esta patología.

El diagnóstico de la enfermedad tuberculosa en niños es
difícil, debido al escaso rendimiento de las pruebas de labora-
torio tradicionales y por la escasez de síntomas e inespecifici-
dad de los mismos(2). Los datos clínicos y radiológicos son, en
ocasiones, diagnósticos, pero el estudio microbiológico es el que
confirma el resultado. Los métodos de diagnóstico microbioló-
gico de la enfermedad tuberculosa adolecen de importantes li-
mitaciones. Tradicionalmente el único método rápido de diag-
nóstico de las micobacteriosis, usado desde hace 100 años, con-
sistía en la visualización directa de la muestra a través del mi-
croscopio. La tinción de Ziehl-Neelsen y la tinción fluorescen-
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Resumen. Objetivo: Evaluar la utilidad de la técnica reacción en
cadena de la polimerasa (PCR) aplicada al diagnóstico de la enfermedad
tuberculosa en población infantil.

Pacientes: Todos los pacientes que acudieron durante el año 1995 al
Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona por sospecha o interés en
descartar enfermedad tuberculosa. Se consideraron dos tipos de
diagnóstico: 1) diagnóstico de evidencia clínica sin confirmación
microbiológica, y 2) diagnóstico de certeza con confirmación
microbiológica.

Método: Todas las muestras enviadas al laboratorio de
microbiología para el estudio de micobacterias fueron procesadas
mediante baciloscopia, cultivo y PCR. Para la realización de la PCR se
utilizó el test Amplicor PCR M. tuberculosis®.

Resultados: Durante el período de estudio se procesaron 64
muestras, la mayoría jugos gástricos, de 41 niños. Se diagnosticaron 14
pacientes de enfermedad tuberculosa con edades comprendidas entre 8
meses y 17 años. La confirmación microbiológica por PCR y/o cultivo
se obtuvo en cuatro pacientes (31%). En uno de ellos sólo la PCR fue
positiva (tinción y cultivo negativos), existiendo evidencia clínica de
enfermedad tuberculosa. Todas las muestras con cultivos positivos a M.
tuberculosis, de los tres pacientes restantes, fueron positivas por PCR.
No detectamos ningún falso positivo en el total de muestras procesadas.

Conclusión: Aun con las limitaciones del diagnóstico
microbiológico de la tuberculosis infantil la PCR contribuye a
perfeccionar este diagnóstico 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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DIAGNOSIS OF TUBERCULOSIS IN 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 a clinical 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
diagnosis including microbiological confirmation. All samples received

at the microbiology laboratory were processed by baciloscopy, culture
and PCR. Amplicor PCR M. tuberculosis® 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 a 9 hour turn-around
time), sensitivity (slightly higher than cultures in our series) and
specificity.
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te de auramina-rodamina eran y son los procedimientos más uti-
lizados, pero presentan una baja sensibilidad(3). La confirmación
del diagnóstico por cultivo puede retrasarse más de 6 semanas
por el lento metabolismo de Mycobacterium tuberculosis. Debido
a la eliminación intermitente de las micobacterias es necesario
procesar más de una muestra para aumentar el rendimiento del
cultivo. En la población infantil el cultivo de M. tuberculosis
presenta una dificultad añadida que le resta sensibilidad: en los
niños no es fácil obtener un esputo adecuado por lo que se sue-
le procesar jugo gástrico, muestra que por sus características
es poco idónea para la viabilidad de las micobacterias y que sue-
le ser paucibacilar.

Las nuevas técnicas de amplificación genética con su mayor
sensibilidad y especificidad(4-6) pueden contribuir a solventar es-
tas limitaciones del diagnóstico microbiológico. La reacción en
cadena de la polimerasa (PCR) es una de estas técnicas. El prin-
cipio de la PCR es ingenioso y sencillo, consiste en una ampli-
ficación «in vitro» de fragmentos específicos de los ácidos 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-
liza y facilita la técnica pudiendo tener resultados definitivos en
9 horas(7). Este sistema amplifica parte del gen 16sRNA de las
micobacterias y detecta, mediante una sonda marcada enzimá-
ticamente, una región específica de M. tuberculosis complex.

El objetivo del presente estudio es evaluar si la aplicación
de la técnica de amplificación genética PCR ha incrementado la
sensibilidad, rendimiento y rapidez del diagnóstico de la enfer-
medad tuberculosa en nuestra población infantil.

Pacientes y métodos
Pacientes estudiados

Se realiza un estudio retrospectivo de los casos diagnosti-
cados de tuberculosis infantil en el Hospital Universitario Sant
Joan de Déu de Barcelona durante el período comprendido en-
tre enero-diciembre de 1995. Se trata de un hospital de nivel
C, materno-infantil que atiende a una población de 1.500.000
habitantes (área de cobertura Región Sanitaria 5, Costa de
Ponent). La búsqueda de los casos se realizó a partir de los diag-
nósticos de alta hospitalaria, registro nominal de las enferme-
dades de declaración obligatoria y diagnóstico de las muestras
remitidas a laboratorio. El diagnóstico de tuberculosis se reali-
zó por anamnesis y exploración clínica del paciente, reacción de
la tuberculina mediante prueba de Mantoux (2UT, PPD RT-23
> 5 mm), estudio radiológico de tórax y análisis microbiológi-
co: baciloscopia, cultivo y detección de secuencias genéticas es-
pecíficas de M. tuberculosis mediante PCR en todas las mues-
tras procesadas de los pacientes con sospecha de enfermedad tu-
berculosa o interés en descartarla.

Se consideran dos tipos de diagnóstico:
- Diagnóstico de certeza: cultivo positivo a M. tuberculosis

y/o PCR positiva, esta última con evidencia clínica de enfer-
medad tuberculosa.

- Diagnóstico clínico: evidencia de clínica de enfermedad
tuberculosa con curación por tratamiento con fármacos tuber-
culostáticos sin confirmación microbiológica.

Método microbiológico
Se realizó tinción de Ziehl-Neelsen y cultivo en los medios

de Löwestein-Jensen y medio líquido de Middlebrook. Las mues-
tras fueron decontaminadas (excepto sangre, adenopatías y lí-
quidos estériles) por el método NaOH-N-acetyl-L-cysteína, cul-
tivándose en los medios referidos siguiendo protocolos previa-
mente establecidos(8). Los aislamientos fueron remitidos al
Hospital Clínico de Barcelona para su identificación según las
características del cultivo y técnica de hibridación con sondas
de ADN (Gen Probe Inc. San Diego, California).

Técnica de PCR
El procesamiento de las muestras por PCR se realizó si-

guiendo el método y reactivos de Amplicor® M. tuberculosis
complex. Para su aplicación en muestras diferentes a esputos y
líquido pleural se añadieron los siguientes pasos a la prepara-
ción de la muestra antes de su procesamiento con el kit Amplicor:

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

Jugo gástrico, líquido cefalorraquídeo y aspirado bronquial:
microcentrifugación de 1-2 ml de muestra a 12.000 x g duran-
te 5 minutos, descartando el sobrenadante.

Punción esplénica y adenopatías: trituración de la muestra
con un homogenizador de fondo cónico con posterior lavado con
la solución de PBS referida en los lavados para la sangre.

Resultados
Durante el período de estudio se procesaron 64 muestras

(Tabla I) de 41 pacientes, 26 varones y 15 mujeres con edades
comprendidas entre 8 meses y 17 años. De éstos, se diagnosti-
caron de tuberculosis 14 pacientes; 8 eran varones y 6 mujeres
(Tabla II). Se descartó la enfermedad por M. tuberculosis com-
plex en los restantes 27 pacientes.

La confirmación microbiológica por cultivo y/o PCR se ob-
tuvo en cuatro pacientes; en uno de ellos sólo se identificó el mi-
croorganismo por la técnica PCR, existiendo evidencia clínica
de enfermedad tuberculosa (Tabla III).

De estos 14 niños se procesaron 28 muestras: 24 jugos gás-
trico, 1 sangre, 1 esputo, 1 líquido pleural y 1 biopsia ganglio-
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Tabla I Número y tipo de muestras estudiadas

Jugo gástrico 33 Esputo 8
Sangre 6 Líquido pleural 6
Adenopatía 4 LCR 3
Aspirado bronquial 2 Secreción ótica 1
Punción esplénica 1 Total 64



nar. En seis de los 14 niños se habían procesado tres o más mues-
tras. En ningún caso fue positiva más de una muestra por en-
fermo.

La tinción de Ziehl-Neelsen fue positiva en una muestra y
el cultivo en tres muestras de tres pacientes. Se detectaron se-
cuencias específicas de M. tuberculosis complex en muestras de
cuatro pacientes.

De los restantes 27 pacientes con sospecha de enfermedad
tuberculosa se procesaron 36 muestras para estudio microbio-
lógico siendo en un caso la baciloscopia positiva, la PCR ne-
gativa e identificándose por cultivo M. kansasii. En otro caso la
baciloscopia y la PCR en sangre fueron negativas creciendo en
el cultivo M. avium intracellulare complex. Estos dos pacientes
estaban coinfectados por el virus VIH-1. La baciloscopia, el cul-
tivo y la PCR fueron negativos en el resto de muestras de los de-
más pacientes. En el posterior seguimiento clínico se descartó
en todos estos pacientes el diagnóstico de tuberculosis.

Discusión
En nuestro medio, la prevalencia de infección tuberculosa en

población infantil continúa en descenso después de haber alcan-
zado una cifra máxima en 1990(9), pero continuamos con niveles
altos de endemia. En nuestro hospital hemos observado esta dis-
minución en la incidencia de enfermedad tuberculosa; así, de los
24 niños diagnosticados en 1994 hemos pasado a 14 en 1995.

Se ha descrito que en la infancia no se observan diferen-
cias por sexo debido a la ausencia de diferencias profesionales
o laborales intersexos(10). Otros autores refieren un predominio
de varones con diferencias significativas(11,12). Nosotros encon-
tramos 8 niños frente a 6 niñas pero el escaso número de nues-
tros pacientes no nos permite extrapolar datos para llegar a una
conclusión en este sentido.

Coincidiendo totalmente con la literatura, las edades más
susceptibles para la adquisición de enfermedad tuberculosa co-
rresponden en nuestra población al grupo de 0-4 años y ado-
lescencia, con menor prevalencia en el resto de la infancia(9-12).

El impacto de la epidemia del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) en la epidemiología de la tuberculosis es paten-
te en nuestro medio. Según el Consejo Asesor Clínico del Plan
Nacional sobre el SIDA, en España la infección por VIH es en
la actualidad el principal factor de riesgo para padecer enfer-
medad tuberculosa, representando que el 20-45% de los culti-
vos positivos a M. tuberculosis corresponderían a pacientes con

infección por VIH(13). En nuestra serie no existía coinfección por
el VIH en ninguno de los 14 pacientes diagnosticados de en-
fermedad tuberculosa pero sí en los dos con micobacterias atí-
picas.

El problema del diagnóstico confirmatorio mediante méto-
dos microbiológicos es manifiesto. De los 14 niños, sólo en tres
(25%) pudimos confirmar el diagnóstico mediante métodos mi-
crobiológicos tradicionales (tinción de Ziehl-Weelsen y culti-
vo). El estudio por PCR fue la técnica más sensible, siendo po-
sitiva en cuatro niños (33,3%), resultado similar al 40% en-
contrado por Smith(14) en pacientes pediátricos, pero notable-
mente inferior al 83,3% hallado por Delacourt(4). Este último au-
tor encontraba también que un 38,9% de los niños con infección
tuberculosa pero sin enfermedad aparente presentaban alguna
muestra positiva por PCR. Este hecho implicará que la PCR
no sería útil para diferenciar la infección de la enfermedad. En
nuestro caso todas las muestras positivas pertenecían a pacien-
tes con enfermedad.

La mayoría de los diagnósticos (66,7%) tuvo que realizar-
se por criterios clínicos e histológicos. La baciloscopia sólo fue
positiva en una muestra de un niño, por lo que el rendimiento de
esta técnica es escaso (un 4%, una muestra de 25 procesadas),
lo que corrobora la escasa sensibilidad de esta técnica aplicada
a población infantil.

Podemos observar en nuestros resultados que en ningún ca-
so en los 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(15) para optimizar el rendimiento de la PCR
es muy aconsejable estudiar repetidas muestras del enfermo.

No detectamos ningún falso positivo por PCR en las mues-
tras procesadas en las que posteriormente se descartó el diag-
nóstico de enfermedad tuberculosa. Es de destacar los resulta-
dos de cultivo positivo a micobacterias atípicas 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 la literatura resultados de falsos positivos con tasas entre
el 3 y el 77%(16) por contaminación con amplificados o por arras-
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Tabla II Distribución de los casos de tuberculosis 
por edades y sexo

Edad Varones Mujeres Total

0-4 años 4 2 6
5-9 años 2 2 4
10-15 años 1 - 1
16-17 años 1 2 3
Total 8 6 14

Tabla III Resultados microbiológicos de las 64 
muestras procesadas

Muestra PCR Baciloscopia Cultivo

1 Jugo gástrico Positiva Negativa Negativo
1 Jugo gástrico Positiva Negativa M. tuberculosis
1 Jugo gástrico Positiva Positiva M. tuberculosis
1 Esputo Negativa Positiva M. kansasii*
1 Adenopatía Positiva Negativa M. tuberculosis
1 Sangre Negativa Negativa M. avium intracellulare*
58 Muestras Negativa Negativa Negativo

* Pacientes coinfectados por el virus VIH-1
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tre de material genético de unas muestras a otras. Es importan-
te trabajar en condiciones estrictas con una infraestructura ar-
quitectónica adecuada (tres áreas de trabajo separadas) y mate-
rial exclusivo en cada área, entre otros requisitos. Por último, se
ha de realizar una cuidadosa interpretación de los resultados por
PCR tanto por el microbiólogo como por el clínico.

El disponer de una técnica con esta especificidad y rapidez
es de utilidad tanto desde el punto de vista de atención directa
al paciente como desde el enfoque de salud pública en la bús-
queda de focos de contagio, pero hay que anotar que la sensi-
bilidad (en nuestra serie), si bien es ligeramente superior al cul-
tivo, no soluciona los problemas de las limitaciones del diag-
nóstico microbiológico. Esta limitación tanto del cultivo como
de la PCR puede deberse a las características en la eliminación
transitoria de las micobacterias, que implica ausencia de micro-
organismos en algunas de las muestras procesadas. Otra causa
de falsos negativos por PCR es la presencia de inhibidores de la
ADN polimerasa en la muestra clínica(17).

En conclusión, la PCR ofrece una sensibilidad ligeramente
superior al cultivo y contribuye a paliar las limitaciones del diag-
nóstico microbiológico, en especial por ofrecer unos resultados
definitivos a las 9 horas de recepción de la muestra, pero con-
tinuamos con los problemas inherentes a las características de
la enfermedad tuberculosa en los pacientes pediátricos, formas
paucibacilares, dificultad de encontrar el límite entre infección
y enfermedad o la necesidad de procesar múltiples muestras por
eliminación de micobacterias no constante.

El diagnóstico por métodos microbiológicos tradicionales
combinado con las nuevas tecnologías moleculares como la PCR
es necesario no ya sólo para la confirmación de la enfermedad
sino cada vez más para estudios epidemiológicos mediante el
estudio del polimorfismo del genoma de M. tuberculosis(17) o pa-
ra el estudio de resistencias a los antimicrobianos utilizados, de-
bido al hecho de los cada vez más frecuentes casos de tubercu-
losis resistentes a múltiples fármacos(18).
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