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Abstract

In order to identify through microbiological methods the presence of mycobacteria in sputum samples of human patients
with chronic respiratory problems, nine Ziehl-Neelsen (ZN) positive, and forty one ZN negative sputum samples from
patients with chronic respiratory disease were included in the study. Each sample was cultured in both, Lowenstein-
Jensen with glycerol and Stonebrink with pyruvate medium. After at least 8 weeks at 37°C, the nine ZN positive samples
were also positive to culture, and from the forty one ZN negative group, ten (24%) were positive to culture. Thirteen out
of all the cultures were identified as Mycobacterium tuberculosis, 3 as M. Bovis, and in 3 of the cultures, both M.

tuberculosis and M. bovis were found in the same tube. The fact that 24% of the ZN negative group were culture positive,
shows the importance of including mycobacteria culture in the routine diagnosis of tuberculosis. More than that,
whenever possible, biochemical identification of species should be included, since patients infected with M. boviswill not
respond appropriately to the pyrazinamide treatment.

KEY WORDS: microbiology, epidemiology,m. bovis, m. tuerculosis, human sputum samples.

Resumen

Se realiz6 un estudio bacteriol égico en 9 muestras con examen de esputo positivo y 41 muestras con examen de esputo
negativo, obtenidas de pacientes humanos con problemas respiratorios cronicos, con tos persistente y mala respuesta al
tratamiento contra tuberculosis. Las muestras se sembraron por duplicado en los medios de cultivo de Lowenstein-Jensen
y Stonebrink. Todas las 9 muestras con examen positivo a ZN fueron también positivas a aislamiento de micobacterias;
de las 41 muestras negativas a ZN, 10 (24.0%) fueron también positivas a aislamiento. Trece de estos crecimientos se
identificaron como M.tuberculosis, tres correspondieron a M.bovis y en tres se identificd un crecimiento mixto que
correspondié a ambas micobacterias. El hecho de que 24.0% de las muestras negativas d examen de frotis de esputo
resultaran positivas a cultivo remarca la importancia del diagndstico por aislamiento de la micobacteria. Ademas del
aislamiento, latipificacion bioquimica también es importante ya que esto decidira el tratamiento apropiado debido a que
M.bovis es natural mente resistente ala pirazinamida.

PALABRAS CLAVE: microbiologia, epidemiologia, mycobacterium bovis, m.tuberculosis, frotis de estupo humano.

Introduccidén

La infeccién con Mycobacterium bovis es responsable de
aproximadamente 7 000 nuevos casos de tuberculosis
humana por afio en América Latina'. El problema se
agudiza debido a que los pacientes positivos al virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) son mas susceptibles a
infecciones con M.bovis>. En Estados Unidos se ha
descrito que lainmigracién de poblaciones de alto riesgo y
lainfeccion con el VIH en laactualidad han revertido la
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tasa del 5% de decremento en la incidencia anual®*°®.
Dankner et al | ponen de manifiesto la importancia de
M.bovis en infecciones en humanos en un trabgo
realizado en inmigrantes mexicanos, en donde 73
pacientes enfermaron de tuberculosis por este agente. La
informacién epidemiolégica sobre e impacto de la
tuberculosis bovina en la salud humana sigue siendo
escasa, principalmente porque el diagndstico de la
tuberculosis en humanos generalmente se limita al examen
del frotis de esputo, y aun cuando el cultivo
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bacterioldgico se lleve a cabo, la adicién de glicerol &
medio de Lowenstein-Jensen dificulta el crecimiento de
M.bovis® Otra limitante es que los casos de infeccion
pulmonar causados por las @&pas bovina o humana del
bacilo tuberculoso, son indistinguibles desde los puntos de
vista clinico, radiolégico y patolégico’ La aparente
disminucién en la incidencia de tuberculosis en humanos,
en algunos paises desarrollados, después de los programas
de erradicacion de la tuberculosis bovina, fue el resultado
de la fala o reticencia de muchos laboratorios de
diagnéstico g)ara diferenciar entre M. bovis y M.
tuberculosis® y en muchos paises en desarrollo, debido al
alto costo que representa la bacteriologia. Una de las
razones para no llevar a cabo la diferenciacion entre cepas
fue la efectividad de la terapia antituberculosa, ya que
ambos tipos de bacilos eran igualmente susceptibles a los
medicamentos. La situacion ha cambiado desde que la
pirazinamida surge como un medicamento de primera
linea, a que M.bovis es naturalmente resistente, por lo
gue esta diferenciacion si tiene impacto sobre €l
tratamiento de la enfermedad.** El objetivo de este trabajo
fue identificar por métodos bacterioldgicos, las
micobacterias presentes en muestras de expectoracion de
pacientes con problemas respiratorios crénicos.

Material y métodos

Muestras

El estudio se reaizé con un total de 50 muestras de
expectoracion obtenidas de humanos. Nueve muestras
fueron positivas a examen de frotis de esputo y 41
muestras fueron negativas a este mismo examen.

De estas muestras, 36 (72%) correspondieron a pacientes
del sexo masculino, con una edad promedio de 46 afios
(edad minima 28 afios y edad maxima 70 afios) y 14
(28%) a pacientes del sexo femenino, con una edad
promedio de 48 afios (edad minima 28 afios y edad
maxima 66 afios), cuatro muestras venian sin ninguna
informacién. Los pacientes presentaron un cuadro de tos
crénica y maa respuesta a tratamiento contra
tuberculosis. A cada paciente se |le habia realizado cuando
menos una serie de tres frotis de esputo, que es la prueba
practicada rutinariamente en casos de pacientes
sospechosos de padecer tuberculosis®®> uno de los
pacientes con examen de esputo positivo presento
serologiapositivaa VIH.

Estudio bacteriolégico

Cada muestra se descontaminé segin el método de
Petroff'® y se sembré por duplicado en los medios de
cultivo de Lowenstein-Jensen con glicerol, y Stonebrink
con piruvato de sodio; se incub6 a 37°C y se observo el
crecimiento hasta las ocho semanas. A los crecimientos
sospechosos se les realizd el primer nivel deidentificacion
basado en la morfologia de las colonias, afinidad tintorial
y morfologia de los bacilos, velocidad de desarrollo,
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pigmentacion y produccion de niacina, y posteriormente
se identificaron siguiendo el método descrito por Payeur
et a.'® Para determinar los valores de sensibilidad y
especificidad de las pruebas de ZN vy cultivo
bacteriol 6gico se utilizaron las siguientes férmulas.*

Senshilidad=  VP= (a) Especificidad=  VN=  (d)

1+ (atc) 1- (b+d)

Resultados

L os resultados obtenidos fueron los siguientes: De un total
de 19 crecimientos (38%), nueve correspondieron al total
de muestras con examen de esputo positivo, y 10 (24.0%)
correspondieron a parte de las muestras con examen de
esputo negativo. En 31 (75.6%) de las muestras con
esputo negativo no hubo crecimiento.

Trece de estos crecimientos se identificaron como
Mycobacterium tuberculosis, tres correspondieron a M.
bovis, y en tres se identificd un crecimiento mixto que
correspondié a M. tuberculosisy M. bovis. El crecimiento
de M. tuberculosis fue abundante en los tubos con medio
de Lowenstein-Jensen adicionado con glicerol, no asi en
los tubos con medio de Stonebrink, que no contenia
glicerol, en donde el crecimiento fue escaso. Por otro lado,
en el medio de Lowenstein-Jensen |os crecimientos de M.

bovis estuvieron ausentes en dos de los casos, y con

crecimiento muy escaso en los cuatro casos restantes. Un
resultado interesante fue que el paciente que tenia
serologia positiva a VIH, mostré crecimiento de M. bovis
en el cultivo. Los valores de sensibilidad de la prueba de
ZN fueron de 47%, con un intervalo de confianza de 95%
y laespecificidad fue de 100% (Cuadro 1).

Discusion

La diferencia en crecimiento en los medios de cultivo,
observada en el presmte trabagjo, concuerda con lo
mencionado por autores como Grange y Yates™, quienes
mencionan poco o nulo crecimiento de M.bovis en los
medios de cultivo adicionados con glicerol. Por otro lado,
se ha establecido que en e mundo, 60 millones de
personas sufren de tuberculosis activa, de las cuales
mueren de 2 a 3 millones de personas; se considera que
estas muertes son ocasionadas por M. tuberculosis’® Sin
embargo, la falta del diagnostico diferencial hace pensar
gue muchos de estos diagndsticos de tuberculosis pudieran
ser causados por M. bovis® Lo anterior se infiere de los
resultados obtenidos en €l presente trabajo, en donde tres
de los aislados puros y tres de los aislados mixtos
obtenidos correspondieron a M. bovis y no a M.
tuberculosis. El hecho de haber aislado, a partir de la
misma muestra, M. tuberculosisy M. bovis no queda muy
claro y podria explicarse parcialmente con lo mencionado
por Lumb y Shaw'’, asi como por Smith et al.*®, quienes
documentaron que después de meses o afios de la
inmunizacion con BCG, observaron que existen



CUADRO 1

VALORES DE SENSIBILIDAD Y
ESPECIFICIDAD DE LA TINCION DE ZN EN 50
MUESTRAS DE ESPUTO DE HUMANOS
COMPARANDOLO CON EL ESTUDIO
BACTERIOLOGICO.

Cultivo bacterioldgico

+ - Totales
+ 9 0 9
Zn
- 10 31 41
Totales 19 31 50

Sensibilidad de Zn 9/19= 47.36%
Especificidad de Zn 31/31 = 100%

complicaciones en pacientes infectados con VIH. También
se menciona la posible diseminacion de M. bovis-cepa
BCG en pacientes con sintomatol ogia clinica de VIH.*819
Es interesante el hecho de que 10 de las muestras
negativas a examen de frotis de esputo resultaron
positivas a cultivo. Si se considera € cultivo
bacteriol 6gico como la "prueba de oro", la sensibilidad de
la técnica de Ziehl-Neelsen es de sélo el 47%, aunque
tenga una especificidad de 100% (Cuadro 1). Este
resultado tiene una ata implicacion epidemioldgica, ya
que significaria que pacientes sospechosos a tuberculosis
son enviados a sus hogares como libres de la enfermedad
y sin ningln tratamiento. Consecuentemente, estos
pacientes se convierten en focos de infeccion para
aquellas personas que viven con ellos, ademés de todas
aguellas personas con las que por diferentes razones
comparten espacios cerrados. Por otro lado, la tipificacién
bacteriolégica del agente causal influira de manera
definitiva en el tratamiento. Por |o tanto, se sugiere que la
tipificacion bacteriolégica como método de diagnéstico
definitivo deberia ser implantada en todos los centros de
salud en México, si el problema de tuberculosis humana
ha de ser reducido.
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