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En nuestro laboratorio se han procesado para diagnéstico
de tuberculosis 860 muestras de origen pulmonar. A ellas se
les ha realizado simultdneamente la técnica de Ziehl-Neelsen
y la de gota-gruesa de fluorescencia (GGF), descrita reciente-
mente por nosotros de manera comparativa.

Se obtuvo una sensibilidad de 86,54 % y 66,36 %, respecti-
vamente para la técnica de gota-gruesa de fluorescencia y
Ziehl-Neelsen y una especificidad de 94,66 % y 98,58 %, res-
pectivamente para dichas técnicas. Resulté estadisticamente
significativa la diferencia de la sensibilidad de gota-gruesa de
fluorescencia frente a la de Ziehl-Neelsen. Por ello se reco-
mienda el uso de esta nueva técnica de microscopia en todas
aquellas muestras en que se quiera determinar la presencia de
micobacterias.
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Clinical relevance of the comparative analysis
of the sensitivity of the Ziehl-Neelsen
technique and a new test in the diagnosis of
tuberculosis.

In 860 samples processed in our laboratory for the diagnosis
of pulmonary tuberculosis, the Ziehl-Neelsen technigue was
compared with our fluorescent procedure in blood drops. The
sensitivity was 86.54 % and 66.36 % for de blood drop and for
the Ziehl-Neelsen respectively. The specificity was 94.66 %
and 98.58 for the two techniques. Differences in the sensiti-
vity rates between both techniques were statistically signifi-
cant. Thus, the use of fluorescent reaction in blood drops
should be recommended in the investigation of mycobacteria.

Introduccién

Sabido es que para el diagnostico rapido de tu-
berculosis pulmonar, la baciloscopia con tincién dci-
do-alcohol-resistente de Ziehl-Neelsen es la técnica
mads usualmente utilizada.

No obstante, esta técnica tiene una sensibilidad
limitada que hace que si el nimero de bacilos presen-
tes en la muestra no es mayor aproximadamente de
10? por mililitro de ella, no sea positiva!, aunque los
cultivos puedan serlo mas tarde.

En este trabajo comparamos la sensibilidad de la
técnica de Ziehl-Neelsen con una nueva modificacién
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de microscopia de fluorescencia concentrada, descrita
por nosotros? y denominada tincién de gota gruesa
fluorescente (GGF).

Material y métodos

Se procesaron un total de 860 muestras de origen pulmonar, para
diagnéstico de tuberculosis, de las cuales fueron: 29 aspirados bron-
quiales y 831 esputos procedentes de pacientes sospechosos de pade-
cer tuberculosis, de pacientes diagnosticados de tuberculosis y en
tratamiento y de sospechosos de reactivaciones de su tuberculosis.

Las muestras fueron descontaminadas por los métodos usuales de
Tacquet y/o Kubica y/o Lowenstein3.

Seguidamente las muestras fueron tefiidas y observadas a micros-
copia simultdaneamente por la técnica de Ziehl-Neelsen y gota-gruesa
de fluorescencia?4.

Esta técnica de gota gruesa fluorescente ha sido recientemente
descrita por nosotros? y consiste sélo en una modificacién de la
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técnica convencional de fluorescencia utilizada en tuberculosis en la
que se usa una muestra mas concentrada en forma de gota de gruesa
(como en el paludismo) de ahi su denominacion y se cambian los
tiempos de tincién y decoloracion. Los reactivos utilizados y lectura
de la técnica son los habituales.

El costo material de la técnica es el mismo que el de cualquier
técnica de fluorescencia ya que utiliza los mismos reactivos cam-
biando solo los tiempos. El tiempo necesario para su realizacién es
un poco mayor (unos 30 minutos), si bien luego se gana en rapidez
de lectura por la mayor concentracion de la muestra.

Las muestras procesadas se cultivaron en medios de Lowenstein-
Jensen y Lowenstein mas pirivico. Dichos cultivos fueron cuantifi-
cados cuando eran positivos3.

A los resultados obtenidos se les determiné la sensibilidad y
especificidad>’?, asi como posteriormente se les realizé la prueba
*“Zc”8 para ver si existian diferencias significativas entre los pardme-
tros estudiados en dichas técnicas.

Resultados

Los resultados de este estudio son mostrados en las
tablas I, I1 y III. En ellas podemos ver c6mo se obtuvo
en cuanto a verdaderos positivos un 17,21 % para
Ziehl-Neelsen y un 22,44 % para gota-gruesa de fluores-
cencia; 8,72 % de falsos negativos para Ziehl-Neelsen
y 3,49 % para gota-gruesa de fluorescencia.

La sensibilidad fue de 66,36 % en el Ziehl-Neelsen
frente a un 86,54 % en la gota-gruesa de fluorescencia,
la especificidad resulto de 98,58 % en el Ziehl-Neelsen
con respecto a la gota-gruesa de fluorescencia que fue
de 94,66 %.

Mediante la prueba “Zc”, que se refleja en la tabla
III, observamos que su aplicacién nos dio unos valo-
res de 2,50 y 1,95, respectivamente para la sensibili-
dad y especificidad. Ello nos indica que la diferencia
fue estadisticamente significativa para la sensibilidad
y estaba en el limite de significacién para la especifici-
dad.

Discusion

En los laboratorios donde se tengan que procesar
muestras para diagnostico de tuberculosis se suele
utilizar la microscopia dcido-alcohol-resistencia. La
tincién de Ziehl-Neelsen es la mds utilizada.

No obstante, es conocido el hecho frecuente en la
actualidad de que un 10-20 % de nuestras bacilosco-
pias procesadas hoy resultan negativas a la visualiza-
cion debido a la existencia de pocos bacilos en la
muestra y posteriormente pueden darnos cultivo posi-
tivo. Hecho este que nos retrasa el diagnostico a la vez
que nos puede crear confusién previa. Se sabe que se
necesitan que existan mas de 10? bacilos por mililitro
de esputo para que nos de positiva una baciloscopia
por la técnica de Ziehl-Neelsen. En caso contrario,
aunque existan bacilos en la muestras no se van a de-
tectar.

También se sabe que en casos de SIDA con tubercu-
losis, la rentabilidad diagnostica de esta técnica es
muy baja. Aproximadamente la mitad de lo que ocu-
rre en poblacion tuberculosa sin SIDA. Por lo que la
técnica de Zichl-Neelsen en estos casos se presenta
como insuficiente.

El tercer inconveniente que tiene la técnica de
Ziehl-Neelsen consiste en la necesidad de personal y
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TABLA 1
Resultados totales y porcentuales de las visualizaciones
microscépicas de 860 muestras de origen pulmonar

Verdaderos Verdaderos Falsos Falsos
positivos negativos positivos negativos
Ziehl-Neelsen 148 628 9 (1,04%) 75 (8,72 %)
(17,21 %) (73,02 %) )
Gota gruesa de 193 603 34 (3,95%) 30 (3,49 %)
fluorescencia (22,4%) (70,12 %)

TABLA 11
Comparacion de los parametros estudiados en las 860
muestras de origen pulmonar

Sensibilidad ] Especificidad

Ziehi-Neelsen 66,36 % 98,58 %

Gota gruesa de fluorescencia 86,54 % 94,66 %
TABLA 111

Resultados de la prueba “Zc” para los parametros
estudiados en las dos técnicas de tincion de microcopia
acido-alcohol-resistencia

Sensibilidad 2,5068

Especificidad 1,9502

“Zc¢” > 1,96 (se considera existe diferencia significativa con una probabilidad de
error inferior a 0,05).

de tiempo. Personal se requerird tanto como puntos
de microscopia debamos tener en nuestra organiza-
cién de la lucha antituberculosa, y tiempo que hace
que una persona pase mucho tiempo realizando las
lecturas si se hacen correctamente. Este problema ha
hecho que expertos mundiales en micobacteriologia
propongan para ganar tiempo y ahorrar personal, que
éste pueda dedicarse al montaje y realizacion de otras
técnicas nuevas en los laboratorios y asi reconvertirse;
centralizar todas las muestras solo en grandes labora-
torios que procesaran las muestras suyas y las remiti-
das de la periferia. Esto habrd que hacerlo con perso-
nal capacitado y una tecnologia mds sensible y rdpida
que el Ziehl-Neelsen para conseguir ver en un solo
laboratorio el mismo nimero de muestras que po-
drian hacer 10 6 mas periféricos y ademds ganar en
sensibilidad detectando mas casos rapidamente.

En este sentido es en el que hemos desarrollado una
modificacién de la técnica de fluorescencia que con-
centra la muestra, utiliza los mismos colorantes con
tiempos diferentes de tincién y decoloracién y, con
unos pocos minutos mas de tiempo y el mismo costo
que una tincién de fluorescencia convencional, consi-
gue una mayor sensibilidad digna de resaltar que se
equipara a la del cultivo posterior. También resulta
muy rdapida pues, debido a la concentracidon de la
muestra, se ve la mayor cantidad de muestra en el
menor tiempo posible.
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En comparacion con la tincidn de Ziehl-Neelsen, sin
perder especificidad de manera significativa gana os-
tensiblemente en sensibilidad.

También la sensibilidad resulta mayor que la que se
suele obtener con la técnica de fluorescencia conven-
cional que oscila entre 51 % y 78 %°.

Un hecho a destacar es que los casos que fueron
falsos positivos, es decir, cultivo negativo y microsco-
pia positiva por nuestra técnica y no por el Ziehl-
Neelsen fueron 25. En su historia clinica se reflejaba
que estaban recibiendo terapia antituberculosa. Por
todo ello no se descarta que existan bacilos en la
muestra sino que sélo existen en pequefia cuantia o
estdn con un potencial de crecimiento bajo o incluso
muertos. Por ello serian falsos positivos tedricos o
convencionales, pero no falsos positivos reales. Hay
que tener en cuenta que este hecho es el que hace que
la especificidad aparezca como inferior que en el
Ziehl-Neelsen, aunque sin diferencia estadisticamente
significativa.

En realidad, el concepto de falso positivo tiene vali-
dez para relacionar la tincion de Ziehl-Neelsen con el
cultivo, dado que el cultivo es mds sensible que la
tincién, pero no puede ser igualmente aplicable, como
hemos visto, a esta nueva tincion mucho mads sensible
pues se presta a confusion.

Como conclusion podemos decir que la técnica de
gota-gruesa de fluorescencia, en muestras de origen
pulmonar, obtuvo mayor sensibilidad que las hasta
ahora utilizadas, equivalente al cultivo, siendo senci-
lla y rdpida de realizar. Por ello se recomienda como
técnica de screening en laboratorios de microbiologia
que procesen muestras clinicas en las que quieran
detectar la presencia de micobacterias.
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