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Resumen

Con el objetivo de evaluar la sensibilidad en el diagnéstico de la tuberculosis pulmonar, a través
de los métodos baciloscopia, cultivo y ELISA en pacientes sintomaéticos respiratorios que acudieron a
la consulta de Neumonologia del Distrito Sanitario n° 6, La Guaira, estado Vargas, se llevo a cabo el
presente estudio. Para tal fin, se realizaron dos extendidos de muestras de esputo, los cuales fueron co-
loreados por el método de Ziehl-Neelsen (Baciloscopia). Cada muestra se sembro6 utilizando el método
propuesto por Ogawa-Kudoh. De los pacientes con muestras de esputo positiva por baciloscopia y cul-
tivo se le tom6 una muestra sanguinea para determinar anticuerpos contra M. tuberculosis. De las 200
muestras analizadas para el diagnostico de tuberculosis pulmonar, 20 (10,0%) resultaron positivas por
el método de cultivo, sélo 11 (5,5%) resultaron sueros positivos por el método de ELISA. El cultivo, ba-
ciloscopia y ELISA presentaron una sensibilidad de 100, 65 y 55%, respectivamente. Los resultados
obtenidos sugieren que el método de cultivo por Ogawa-Kudoh, es mucho mas sensible; por lo tanto,

este método proporciona resultados mas confiables y precisos, especialmente en muestras con baja
densidad de bacilos.
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Abstract

This research was conducted with the objective of evaluating sensitivity in diagnosing lung
tuberculosis, through bacilloscopy, culture and ELISA methods in respiratory symptomatic
patients who attended the Neumonology Consultation Department from Sanitary District N° 6, La
Guaira, Vargas State-Venezuela. To achieve this, two extended sputum samples were carried out,
which were stained by the Ziehl-Neelsen method (Bacilloscopy). Each sample was sown using the
method proposed by Ogawa- Kudoh. A blood sample was taken from the patients with positive
sputum samples by bacilloscopy and culture methods to detect antibodies for M. tuberculosis. Out
of the 200 samples analyzed to diagnose lung tuberculosis, 20 (10,0%) proved positive through the
culture method, and only 11 (5,5%) were serum-positive by the ELISA method. The culture,
bacilloscopy, and ELISA methods showed a sensitivity of 100, 65 and 55 % respectively. These
results suggest that the Ogawa-Kudoh culture method is much more sensitive; therefore, this
method gives more reliable and accurate results, especially in samples with low bacillus density.

Key words: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, sensitivity, bacilloscopy, culture,

ELISA.

Introduccion

Joklik y Col (11) describe a la tuberculosis
como una enfermedad infectocontagiosa de
origen bacteriano, conocida desde la antigiie-
dad en esqueletos procedentes de la edad de
piedra y en los huesos de las primeras momias
egipcias, en 1882, Robert Koch reporto el aisla-
miento del bacilo responsable de la enferme-
dad, al cual llamoé bacilo de la tuberculosis.

La bacteria que produce la enfermedad
pertenece al género Mycobacterium,y se han
descrito hasta 50 especies, entre las que se
encuentran las micobacterias no patogenasy
las patégenas como Mycobacterium tuber-
culosis y M. bovis (14).

M. tuberculosis es un bacilo acido alco-
hol resistente que mide de 3 a 6 um de largoy
0.3 a 0,6 um de ancho. Son aerobios estric-
tos, inmoviles, no capsulados y no esporula-
dos, lo cual se localiza preferentemente en las
porciones subapicales del pulmon (24).

La tuberculosis pulmonar se adquiere
por via aérea a partir de una persona enferma
que expulsa bacilos al toser, estornudar o ha-
blar (25). Desde el punto de vista clinico la

sintomatologia de la tuberculosis, se caracte-
riza por un comienzo lento, es frecuente en-
contrar debilidad, pérdida de peso, fiebre,
sudoracion nocturna, cefalea y tos persisten-
te (14, 23).

Usualmente en el diagnostico de la tu-
berculosis pulmonar las muestras mas utili-
zadas son: esputos, lavados bronquiales, la-
vados bronquioalveolares, etc., las cuales
presentan flora bacteriana asociada y para
ello se necesita de un método de descontami-
nacion que permita el aislamiento del bacilo
tuberculoso (1, 16).

En Venezuela, la prueba diagnostica mas
utilizada para confirmar la tuberculosis es el
examen directo de la muestra de esputo, colo-
reada por el método de Ziehl-Neelsen (bacilos-
copia), que permite visualizar el agente debido
a la acido resistencia de las micobacterias (24).
La especificidad de la baciloscopia es muy alta,
pero su sensibilidad es baja en comparacion
con el método de cultivo (2, 3).

El diagnostico definitivo de la tubercu-
losis se hace demostrando en el cultivo, la
presencia de M. tuberculosis seguido de una
identificacion bioquimica. Los cultivos au-
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mentan el nimero de nuevos pacientes diag-
nosticados, siendo éstos los mas sensibles y
especificos de todos los métodos que se cono-
cen en la actualidad para detectar micobacte-
rias; en general se diagnostica hasta un 30%
mas muestras positivas (9, 20, 25).

Actualmente, se ha desarrollado un ex-
celente medio de cultivo llamado “Ogawa-
Kudoh”, el cual por ser mas sencillo, menos
costoso y no requerir centrifugacion, puede
ser implementado en cualquier laboratorio
de bacteriologia y en el trabajo de campo, por
otra parte, posee menos etapas, lo que se tra-
duce en una menor manipulaciéon de las
muestras y disminuciéon del riesgo para la
persona que realiza la siembra. El cultivo por
“Ogawa-Kudoh”, se utiliza extensamente en
el Japon, el sudeste de Asia y en Colombia,
aportando resultados similares a los obteni-
dos a través del método de Petroff con el me-
dio de Lowestein-Jensen (26).

Segun Jawetz y col. (10), el serodiagnos-
tico de las enfermedades bacterianas es de
valor sblo en circunstancias especificas. La
presencia de anticuerpos para M. tuberculo-
sis puede determinarse por numerosas prue-
bas serolégicas. La inmunidad contra infec-
ciones por micobacterias es extremadamente
compleja debido a la diversidad de factores
de virulencia utilizados por dicha bacteria
para su subsistencia.

Tomando en consideracion que la mejor
forma de prevenir la tuberculosis es inte-
rrumpir la transmision del microorganismo
mediante el diagnostico precoz del paciente
infectado, el presente estudio tiene como fi-
nalidad principal evaluar la sensibilidad en el
diagnostico de la tuberculosis, a través de los
métodos baciloscopia, cultivo y ELISA, en
pacientes con sintomatologia respiratoria del
estado Vargas.
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Materiales y Métodos

Poblacion

En la presente investigacion, la pobla-
cién estuvo conformada por 200 individuos
de ambos sexos, mayores de 15 afios, que acu-
dieron a la consulta de Neumonologia del
distrito sanitario n® 6 de La Guaira, estado
Vargas, durante el lapso comprendido entre
Febrero y Mayo de 2001. Estos individuos
presentaban sintomatologia respiratoria (tos
durante dos o mas semanas de evolucion).

Recoleccion de las muestras

Se recolectaron dos muestras seriadas
de esputo de cada uno de los 200 individuos
en estudio y 20 muestras de sangre de aque-
llos pacientes con BK y cultivos positivos.Las
muestras de esputo fueron obtenidas para
cada paciente, a través de una expectoracion
profunda en la mafiana y depositadas en un
envase completamente estéril.

Las muestras de sangre fueron obteni-
das asépticamente por punciéon venosa a ni-
vel de la vena del pliegue del codo, utilizando
una inyectadora de 10 ml con aguja N° 21 x
1,5. De estas muestras, se tomaron 5 ml y se
colocaron en tubos de ensayo sin anticoagu-
lante para posteriormente separar el suero
del paquete globular por centrifugacion (13).
Los sueros obtenidos fueron trasladados en
una cava con hielo al laboratorio de tubercu-
losis del instituto de Biomedicina, Caracas,
donde fueron congelados hasta el momento
de su procesamiento.

Preparacion del extendido

Una vez obtenidas las muestras de espu-
to, se procedio6 a realizar el frotis respectivo y
a colorearlas utilizando el método de Zielh-
Neelsen (8, 12).
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Cultivo de la muestra

El cultivo de los esputos se realizo por el
método de Ogawa-Kudoh, el cual consiste en
homogenizar la muestra para luego tomar la
particula 1til con un hisopo estéril, introdu-
ciéndolo posteriormente en un tubo de ensayo
con hidréxido de sodio (NaOH) al 4% durante
2 minutos para eliminar la flora acompanante.
Posteriormente se retir¢ el hisopo y se sembrd
en dos tubos con medio de Ogawa-Kudoh pre-
viamente rotulados, ejerciendo movimiento de
presion y rotacion. Luego se incubaron en una
estufa a 37°C en aerobiosis, durante 48 horas.
Posteriormente, se revisaron los tubos para ve-
rificar la evaporacion del liquido, se ajustaron
las tapas y se realizaron las revisiones pertinen-
tesalos 8, 15y 45 dias hasta la observacion ma-
croscopica de las colonias. Se consideraron ne-
gativas aquellos cultivos que después de 45 dias
de incubacion no presentaron crecimiento.

Para la identificacion de M. tuberculosis
se utilizaron como pruebas bioquimicas: la
determinacion de niacina, reduccién de ni-
tratos y la produccioén de la enzima catalasa.

Serodiagnoéstico

Para la determinacion de los anticuerpos
contra M. tuberculosis se utiliz6 la técnica de
inmunoensayo enzimatico ELISA (5) a través
del Kit Pathozime-TB complex Plus (Omega
Diagnostic LTD). Esta se fundamenta en que
los anticuerpos IgG presentes en el suero se
unen a los antigenos (proteinas recombinan-
tes de 16 y 38 kDa) adherido a la superficie de
los pozos. Al adicionar un anticuerpo anti IgG
marcado con una enzima conjugada (peroxi-
dasa de rabano picante), se forma un comple-
jo antigeno-anticuerpo-antianticuerpo, la
cual se le adicion6 un sustrato que es especifi-
co para la enzima. La reaccion es detenida con
acido sulfurico, produciéndose un color ama-
rillo si la muestra contiene los anticuerpos.

Betancourt et al.

Analisis de datos

Para evaluar la sensibilidad de los tres
métodos utilizados para el diagnostico de la
tuberculosis se aplico el método descrito por
Pozo (19). Para comparar los resultados obte-
nidos de cada uno de los métodos en diagnos-
tico de tuberculosis se aplico la prueba de
Chi-Cuadrado a un nivel minimo de confiabi-
lidad del 95 % descrito por Sokal y Rohlf (22).

Resultados

La Tabla 1, indica la distribucién por-
centual de casos positivos segiin los métodos
Baciloscopia, cultivo y ELISA en pacientes
con diagnostico de tuberculosis pulmonar. El
mayor porcentaje de casos se ubico en el cul-
tivo con un 10,0% (20/200), seguido de la
Baciloscopia con un 6,5 % (13/200).

La Tabla 2, senala los resultados de la
distribucion de casos positivos y negativos
segun la baciloscopia en relacion al cultivo,
en pacientes con diagndstico de tuberculosis
pulmonar, se observa asociaciéon altamente
significativa (y2 = 114,7", p<0,001) entre
ambos parametros evaluados.

Los resultados mostrados en la Tabla 3
indican una asociacién no significativa
(x2= 2,00 ns, p> 0,05) entre el método de
ELISA y las Baciloscopia positivas y negati-
vas en pacientes con diagndstico de tubercu-
losis pulmonar.

La Tabla 4, muestra la comparacién de
la sensibilidad entre los métodos Bacilosco-
pia y ELISA en relacion al cultivo de todos
aquellos pacientes con diagnostico de tuber-
culosis pulmonar, observindose una mayor
sensibilidad en el cultivo. Al aplicar la prueba
de Chi Cuadrado, se observo una asociacion
altamente significativa (y2= 177,5™;
P<0,001) entre la sensibilidad del cultivo con
respecto a los métodos baciloscopiay ELISA.
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Tabla 1 Distribucién porcentual de casos
positivos segun los métodos de Ba-
ciloscopia, Cultivo y ELISA en pa-
cientes con diagnostico de tubercu-
losis pulmonar, de La Guaira, Edo.
Vargas, Venezuela. 2001

Métodos N° de Casos Porcentaje (%)
(Total)
Cultivo 20 (200) 10,0
Baciloscopia 13(200) 6.5
ELISA 11(200) 5.5

F. De I.: Resultados Obtenidos de la consulta de
Neumonologia del Distrito Sanitario n° 6.

Tabla 3 Distribucion de casos positivos y
negativos segin el método de ELI-
SA en relacion con las Bacilosco-
pias positivas y negativas, en pa-
cientes con diagndstico de tubercu-
losis pulmonar de La Guaira, Edo.
Vargas, Venezuela. 2001.

ELISA BK(+) BK(-) Total
Positivo 7 4 11
Negativo 6 3 9

F. De I.: Resultados Obtenidos de la consulta de
Neumonologia del Distrito Sanitario n° 6.
x?=2,00ns; P> 0,05

Discusion

En este estudio se observo que el cultivo
detect6 mayor nimero de casos positivos en
relacion a los métodos de baciloscopia y ELI-
SA, hecho que pone de manifiesto que los cul-
tivos siguen aumentando la positividad en el
diagnostico de la tuberculosis pulmonar.

La asociacion obtenida entre los méto-
dos baciloscopia y cultivo para el diagndstico
de la tuberculosis pulmonar fue altamente
significativa hecho que concuerda con los re-
portados por algunos investigadores (7, 21).
De los cultivos positivos, siete provenian de
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Tabla 2 Distribucion de casos positivos y
negativos segun la Baciloscopia en
relacion al cultivo en pacientes con
diagnostico pulmonar de la Guaira,
Edo. Vargas, Venezuela. 2001.

Cultivo

Baciloscopia Positivos Negativos  Total
Positivos 13 0] 13
Negativos 7 180 187

F. De L.: Resultados Obtenidos de la consulta de
Neumonologia del Distrito Sanitario n° 6.
x2=114,7""; P < 0,001.

Tabla 4 Comparacion de la sensibilidad de
los métodos de Cultivo, Bacilosco-
pia y ELISA en pacientes con diag-
nostico de tuberculosis pulmonar,
de La Guaira, Edo. Vargas, Vene-

zuela. 2001
Metodo Sensibilidad %
Cultivo 100
Baciloscopia 65
ELISA 55

F. De I.: Resultados Obtenidos de la consulta de
Neumonologia del Distrito Sanitario n° 6.
X2 =177,5"**; p< 0,001

muestras con baciloscopia negativa, lo cual
expresa la importancia de la confirmacion
bacteriologica por el cultivo para el diagnos-
tico de la tuberculosis.

La baciloscopia cumple el papel funda-
mental de detectar los casos baciliferos, que
son sin duda los mas peligrosos como foco de
infeccion, sin embargo, esto no significa que
este examen microscopico sea el mejor méto-
do de diagnéstico bacteriologico de la tuber-
culosis, ya que s6lo cuando el nimero de ba-
cilos alcanza a mas de 10.000 por ml de ex-
pectoracion, podriamos esperar que las baci-
loscopias, sean consistentemente positivas
(15). También influyen en la positividad, las
condiciones de conservacion, el tiempo de
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procesamiento y la calidad de las muestras de
esputos (7).

El cultivo permite no s6lo diagnosticar
los casos de tuberculosis broncopulmonar,
en los cuales el nimero de micobacterias
eliminadas en las secreciones no es lo sufi-
cientemente alto como para ser puesto de
manifiesto por una baciloscopia, sino tam-
bién algunas formas extrapulmonares de la
tuberculosis, donde constituye practica-
mente el inico método de diagnoéstico bac-
teriologico. Ademas, es indispensable para
determinar la susceptibilidad in vitro y la
identificacidon bioquimica, que permiten di-
ferenciar entre los bacilos tuberculosos y no
tuberculosos (7, 17).

Al aplicar la prueba de Chi cuadrado
(x2)entre los casos positivos y negativos se-
gin el método de ELISA en relacion con las
baciloscopias positivas y negativas en pacien-
tes con diagnostico de tuberculosis pulmo-
nar, se observé que no hubo dependencia en-
tre las variables estudiadas, hecho que con-
cuerda con los expresados por (6) quienes es-
tudiaron y evaluaron la tuberculosis pulmo-
nar por técnicas convencionales e inmunoen-
zimaticas, y encontraron una asociacion no
significativa entre los métodos estudiados.
Pudiendo deducirse que ambos métodos
pueden emplearse simultineamente en el
diagnostico de tuberculosis pulmonar, siem-
prey cuando se tome en consideracion la sen-
sibilidad y el aspecto econémico.

Una prueba de ELISA positiva, indica
que el paciente presenta la enfermedad acti-
va o existe una sefal temprana de la misma,
sin embargo, los ELISA negativos, pueden
ser debido a que presentan un nimero limi-
tado de bacilos que provocan una deficiente
respuesta inmunitaria en estos pacientes, ya
que es posible que estos individuos se en-
cuentren en una etapa precoz de la enferme-
dad tuberculosa (13, 27).

Betancourt et al.

Cuando se compard la sensibilidad de
los métodos de ELISA y baciloscopia se en-
contr6 una asociacion altamente significativa
entre ellos con respecto al diagnostico de tu-
berculosis que fue confirmado por el método
de cultivo, estos resultados concuerdan con
otros estudios, donde se compararon la sen-
sibilidad de varios métodos de ELISA usando
pacientes con baciloscopias positivas y nega-
tivas, dando valores de sensibilidad mayor en
las baciloscopias (18). No obstante, difiere
con otros estudios realizados, donde senala
que el método de ELISA es més sensible en el
diagnostico de la tuberculosis en compara-
cion con las baciloscopias (4), esto pudo de-
berse a que la poblacion estudiada por estos
autores, correspondid a pacientes que en su
mayoria estaban presuntamente diagnosti-
cados y tal vez tratados terapéuticamente, es
decir, eran pacientes sensibilizados inmuno-
légicamente por el bacilo tuberculoso o qui-
zas no han desarrollado cavidades pulmona-
res producto de la licuefaccion del caseum, y
al no ocurrir la destruccion del mismo, la eli-
minacion de los bacilos hacia el exterior por
medio de la expectoracion, es poca, y por con-
siguiente son considerados pacientes pocos
contagiosos y dificil de diagnosticar por baci-
loscopia, caso contrario de lo que sucede en el
suero de un paciente sensibilizado por el ba-
cilo de Koch, al emplear el método de ELISA.

Las baciloscopias de las muestras de es-
puto han sido adoptadas por la mayoria de
los paises en desarrollo como el examen bac-
teriologico basico empleado en salud publica,
como procedimiento diagnostico de eleccion
en los enfermos sintomaticos respiratorios y
como control del tratamiento de pacientes
con tuberculosis por ser un método simple,
rapido, especifico, econémico y de caracter
semicuantitativo (7, 25).

La aplicacion de la serologia por ELISA
permanece en principio, como un instrumen-
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to para estudios epidemiologicos y para ser
empleado en aquellos centros, donde se ma-
nejan grandes cantidades de muestras, mas
que para diagnoéstico de casos de tuberculosis
(3). Es por ello que el cultivo, sigue siendo el
método més sensible en el diagnostico de la
TBC. Los cultivos permiten diagnosticar los
casos en los que el nimero de micobacterias
eliminadas no es lo suficientemente alto
como para ser puesto de manifiesto por una
baciloscopia (7).

Conclusiones

« El cultivo es el mejor método de diag-
nostico de la tuberculosis pulmonar, de-
bido a su sensibilidad.

« Elestudio serologico por ELISA, emplea-
do para el diagnostico de la tuberculosis,
no es un método util para el diagnostico
presuntivo de este tipo de infeccion.

« Elntmero de microorganismos excreta-
dos y la severidad de la enfermedad son
importantes en la correlaciéon de culti-
vos y extendidos positivos.

Recomendaciones

» Incrementar la integraciéon del progra-
ma de tuberculosis al 100% de los esta-
blecimientos de Salud del Ministerio de
Salud y Desarrollo Social.

» Habilitar el 100% de los laboratorios
para hacer cultivo por Ogawa-Kudoh.

« Realizar cultivo a todos aquellos pacien-
tes con baciloscopia negativa.

» Realizar el control de calidad a las tin-
ciones empleadas por lo menos una vez
a la semana.

« Crear un sistema que incluya trabajado-
res de salud y voluntarios capacitados
para asegurar que los pacientes con tu-

Kasmera 30(2): 137-144, 2002

berculosis terminen de percibir su me-
dicacion.

« El cultivo por Ogawa-Kudoh no sustitu-
ye al Lowestein-Jensen como herra-
mienta para el diagnostico de tuberculo-
sis. Sino que es una alternativa princi-
palmente en areas rurales, alejadas de
las grandes ciudades, que no cuentan
con laboratorios bien dotados y las
muestras clinicas deben ser transporta-
das desde lugares muy distantes.
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