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Articulo original

La importancia de investigar Mycobacterium bovis
en muestras clinicas de procedencia humana

Julio César Martinez', Claudia Llerena?, Yanely Angélica Valbuena?

'Centro de Investigacion y Atencion en Salud del Magdalena Medio, CISMAG, Barrancabermeja,
Colombia

2Grupo de Micobacterias, Direccién de Redes en Salud Publica, Instituto Nacional de Salud,
Bogot4, D.C., Colombia

Introduccion. La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa que contindia siendo un
problema mundial de salud publica. Es la principal causa de mortalidad en personas con HIV.
Objetivo. |dentificar la presencia de Mycobacterium bovis como agente etioldgico de
tuberculosis humana en muestras de esputo con baciloscopia positiva, mediante la prueba
Genotype MTBC™.

Materiales y métodos. Se llevé a cabo un estudio descriptivo de 88 muestras de

esputo remitidas al Grupo de Micobacterias del Instituto Nacional de Salud entre enero

y noviembre de 2015. Se hizo el analisis microbiolégico convencional y se empleé la
prueba molecular de Genotype MTBC™ para diferenciar las especies del complejo M.
tuberculosis.

Resultados. Sesenta y dos casos (70,5 %) correspondian a pacientes de sexo masculino;
los grupos més afectados fueron el de 24 a 34 afos, el de residentes en las cabeceras
municipales, y el de afiliados al régimen subsidiado. En el 50 % (44) de las muestras

con resultados en la prueba de identificacion de la especie, se detect6 el complejo M.
tuberculosis.

Conclusiones. La mayor carga de la enfermedad se registré en la poblacion masculina y
en edad productiva. La prueba de identificacién para especies del complejo, solo demostro
la presencia de M. tuberculosis. Sin embargo, con estos datos no es posible descartar M.
bovis en humanos con tuberculosis en Colombia. La identificacién diferencial de la especie
deberia implementarse de forma rutinaria en los casos de tuberculosis en los grupos de
riesgo y en las zonas donde se conoce la circulacién de esta micobacteria en bovinos.

Palabras clave: Mycobacterium bovis; Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; zoonosis;
salud publica; Colombia.

Importance of investigating Mycobacterium bovis in clinical samples of human origin

Introduction: Tuberculosis is an infectious disease that still represents a major public
health problem worldwide. It is one of the main causes of mortality in people with HIV.
Obijective: To identify the presence of M. bovis as an etiological agent of human
tuberculosis in sputum smear positive samples using the test Genotype MTBC™.
Materials and methods: We conducted a descriptive study, 88 sputum samples were
submitted to the Grupo de Micobacterias of the Instituto Nacional de Salud between
January and November, 2015. We used the conventional microbiological analysis and the
molecular test Genotype MTBC™ to identify the M. fuberculosis complex species.

Results: Sixty two (70.5%) were males; the most affected groups were those between 24
and 34 years old, those residing in the municipal seats and those affiliated to the subsidized
health plans. In 50.0% (44) of the samples with a result in the species identification test, we
detected M. tuberculosis.

Conclusion: The highest burden of the disease was recorded among the male population
in productive ages. The identification test for species of the complex showed all were M.
tuberculosis. However, it is not possible to discard the presence of M. bovis in humans in
Colombia. The differential identification of species should be done in risk groups and in
areas where the circulation of this mycobacterium in cattle is known.

Keywords: Mycobacterium bovis; Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; zoonosis;
public health; Colombia.

La tuberculosis humana es una enfermedad infectocontagiosa de
distribucion mundial, causada principalmente por Mycobacterium tuberculosis
(1)- Aunque este es el agente etiolégico mas frecuente, también puede ser
causada por M. bovis, principal agente etioldgico de la tuberculosis bovina (2).
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que 10,4 millones de
personas enfermarian de tuberculosis en el mundo en el 2015. En ese mismo
afo, se notificaron 6,1 millones de casos, alrededor de 4,3 millones no se
diagnosticaron y 1,4 millones de muertes se atribuyeron a la enfermedad
(3). Estas cifras ubican la tuberculosis como una de las mayores causas de
morbilidad y mortalidad de origen infeccioso a nivel mundial, y la situacion
es mas alarmante en los paises de bajos y medianos ingresos, en los cuales
ocurren de 95 a 98% de los casos, principalmente en las personas infectadas
por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (4).

La situacién en Colombia no esta lejos de esta problematica mundial,
pues en el 2017 se notificaron 14.187 casos de tuberculosis incluidas todas
sus formas, con una incidencia de 26 casos por 100.000 habitantes. Ademas,
se registraron 1.083 muertes debidas a la enfermedad, con una tasa de
mortalidad de 2,25 muertes por 100.000 habitantes (5).

En la actualidad no se conoce la magnitud real de la morbilidad atribuida
a M. bovis; sin embargo, se estima que el 3 % de los casos de tuberculosis
ocurridos en el mundo se deben a esta micobacteria. La transmisién zoonética
ocurre principalmente por el consumo de productos lacteos o de sus derivados
sin pasteurizar, y por el contacto con animales y humanos infectados (6-8).

En la regién de las Américas, la tuberculosis por M. bovis en humanos se
ha documentado en varios paises. Argentina tiene una prevalencia estimada
entre 0,4 y 6,0 %, superada por algunas zonas endémicas de México,
con cifras de hasta 13,8 %. En otras areas, como en la frontera sur de los
Estados Unidos, también se ha documentado que cerca del 70 % de los
casos de tuberculosis son causados por M. bovis, con la mayor proporcion
en personas de origen mexicano (9-12). Entre 1996 y 2006, se registraron
tres casos en Brasil y, entre 1998 y 2005, dos casos en Ecuador y tres en
Uruguay, lo que indica que en los paises de la region la prevalencia es baja,
aunque debe anotarse que hay subregistro de casos (13,14).

Los signos y sintomas clinicos de la tuberculosis producida por M. bovis
no se diferencian de los de la enfermedad causada por M. tuberculosis, lo
que dificulta su diagnéstico y exige que su diferenciacién se haga mediante
técnicas moleculares (15,16). Esta diferenciacién de especies es importante
para establecer el esquema de tratamiento, debido a que las cepas de M.
bovis tienen resistencia natural a la pirazinamida (17,18).

Varias instituciones de la red de laboratorios de tuberculosis de Colombia,
utilizan las pruebas moleculares en las muestras directas. En el caso de
los laboratorios de salud publica, se recurre a estos métodos a partir de los
cultivos positivos. Son pocos los casos de M. bovis identificados en humanos,
debido a que la diferenciacion de especies del complejo M. tuberculosis no
se hace de forma rutinaria y los métodos disponibles no tienen este alcance.

El objetivo de este trabajo fue identificar las especies del complejo M.
tuberculosis en muestras de esputo con baciloscopia positiva, recibidas
en el Grupo de Micobacterias del Instituto Nacional de Salud entre enero y
noviembre de 2015.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo, en el cual se incluyeron 88 muestras de
esputo con baciloscopia positiva provenientes de personas con antecedentes
de tratamiento contra la tuberculosis en el marco de las acciones de
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vigilancia, entre enero y noviembre de 2015. Dichas muestras se priorizaron
para la prueba molecular de identificacién de la especie. Las muestras
habian sido remitidas por algunos de los laboratorios de salud publica del
pais que no cuentan con estas metodologias.

Se hizo la baciloscopia de las muestras empleando la coloracién de
Ziehl-Neelsen; se descontaminaron con el método de NaOH-N-acetil-L-
cisteina, y el ADN se extrajo con el estuche GenoLyse DNA Extraction™
(19,20). La prueba molecular empleada fue la Genotype MTBC™, la cual
permite diferenciar las especies del complejo M. tuberculosis, siguiendo las
instrucciones del fabricante (21).

Los casos se graficaron en un mapa con la herramienta ArcGIS™ en su
versién de prueba, para establecer la distribucidon geogréfica segun el origen
de los pacientes.

Con la informacion registrada en el formato Unico de vigilancia de las
micobacterias, se analizaron las siguientes caracteristicas sociodemograficas:
entidad territorial de procedencia de la muestra en términos de frecuencias
absolutas y relativas; sexo; lugar de residencia; afiliacion al Sistema General
de Seguridad Social en Salud; pertenencia étnica; edad y resultado de la
prueba de identificacién de la especie. Esta informacién se incluyé en una
base de datos de Excel™ para su analisis.

Consideraciones éticas

El estudio se rigio por los principios metodoldgicos requeridos para
salvaguardar el interés de la ciencia y el respeto a los derechos de las
personas. En los procedimientos no hubo ninguna intervencion en humanos
y no se violé el derecho a la privacidad, ya que los resultados se presentaron
de manera anénima.

Resultados

Cuarenta y siete de las 88 (53,4 %) muestras analizadas procedia de los
departamentos en los que se ha comprobado la circulacion de M. bovis en
bovinos (22): Norte de Santander, 28 (31,8 %); Casanare, 6 (6,8 %); Boyaca,

5 (5,7 %); Narifio, 4 (4,5 %), y Cesar, Magdalena, La Guajira y Cundinamarca,
una (1,1 %) cada uno. Las 41 (46,6 %) restantes procedian de entes territoriales
en los cuales no se ha confirmado la presencia de tuberculosis bovina (22):
Tolima, 14 (15,9 %); Risaralda, 6 (6,8 %); Huila, 5 (5,7 %); Caldas, 4 (4,5 %);
Arauca, 3 (3,4 %) y Bolivar, 3 (3,4 %), seguidos por Santander con 2 (2,3 %),
Sucre con 2 (2,3 %), y Quindio y Bogota, cada uno con 1 (1,1 %) (figura 1).

El andlisis de las caracteristicas sociodemograficas indicé que el 70,5 % de
los casos se registré en hombres y 71 (80,7 %) residia en la cabecera municipal.
En cuanto al tipo de afiliacién al Sistema General de Seguridad Social en Salud,
57 (64,8 %) pertenecia al régimen subsidiado, 12 (13,6 %) se encontraba sin
afiliacion y el porcentaje restante pertenecia al régimen contributivo. En cuanto
a la pertenencia étnica, 79 (89,8 %) se clasificd en la categoria de otros grupos
étnicos. Al categorizar la edad por grupos, la mayor proporcién (19,3 %) (n=17)
de casos se concentrd en los adultos jévenes (de 25 a 34 afos), seguido por
el grupo de adulto medio (de 45 a 54 afios), con 18,2 % (n=16), y el de adultos
mayores (de 65 y mas afnos), con 15,9 % (n=14) (cuadro 1).

En el 50 % (n=44) de las muestras se identificd la especie M. tuberculosis,
en tanto que en las demés no se obtuvo amplificacion del ADN.
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Departamentos con baciloscopia positiva
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Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia de Micobacterias, Instituto Nacional de Salud, Colombia, 2015

Figura 1. Distribucion geogréfica de los casos con baciloscopia positiva y antecedentes de
tratamiento de tuberculosis, Colombia, 2015

Discusion

Los casos analizados provenian de entidades territoriales que deben enviar
al Laboratorio Nacional de Referencia las muestras de pacientes previamente
tratados, como parte del esquema de vigilancia de la resistencia. No se
recibieron muestras de los departamentos que habitualmente notifican un
numero importante de casos de tuberculosis, como Antioquia, Atlantico y Valle
del Cauca (5), debido a que sus respectivas redes de laboratorios cuentan con
pruebas rapidas y no requieren el apoyo del Laboratorio Nacional de Referencia.

Segun la informacién del Instituto Colombiano Agropecuario, en Colombia la
prevalencia de tuberculosis bovina es inferior al 1,0 % y, en general, en el pais
se ha evidenciado un descenso en el nimero de casos en los ultimos afos,
con excepcion de algunas areas ubicadas en los departamentos de Boyaca y
Cundinamarca, donde se ha demostrado la persistencia de la circulacion de
M. bovis (23), lo cual representa un riesgo latente de zoonosis, no solo para los
manipuladores directos de las fincas en saneamiento, sino también, para los
manipuladores de la cadena productiva y para los consumidores finales.
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Cuadro 1. Comportamiento de las caracteristicas sociodemogréficas de las
personas con baciloscopia positiva y antecedentes de tratamiento de tuberculosis
analizados para la identificacién de M. bovis, Colombia, 2015

Variable n %
Sexo
Hombre 62 70,5
Mujer 26 29,5
Total 88 100
Area de procedencia
Cabecera municipal 71 80,7
Rural disperso 13 14,8
Centro poblado 4 45
Total 88 100

Régimen de afiliacion al Sistema General de
Seguridad Social en Salud

Subsidiado 57 64,8
No asegurado 12 13,6
Sin informacién 1 12,5
Contributivo 7 8,0
Excepcién 1 1,1
Total 88 100
Pertenencia étnica
Otros 79 89,9
Indigena 4 45
Afrocolombiano, afrodescendiente, mulato 4 45
ROM, gitano 1 1,0
Total 88 100
Grupos de edad (afios)
<15 0 0,0
15a24 15 17,0
25a34 17 19,3
35a44 12 13,6
45a54 16 18,2
55 a 64 14 15,9
265 14 15,9
Total 88 100

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia de Micobacterias, Instituto Nacional de Salud, Colombia, 2015

En cuanto al comportamiento segln sexo y grupos de edad, los datos
obtenidos fueron similares a la informacién oficial sobre la caracterizacion
de la tuberculosis a nivel nacional, pues la mayor carga de la enfermedad
se ha observado en la poblacién masculina, principalmente en adultos
jovenes en edad productiva (5). EI 80,7 % (n=71) de los casos estudiados
provenia de zonas urbanas, lo que limita la posibilidad de identificar M. bovis,
pues su presencia se relaciona con el contacto con animales enfermos y la
manipulacién de productos carnicos o lacteos sin pasteurizar, actividades
netamente agricolas.

En cuanto al régimen de afiliacién al sistema de salud, la mayoria de los
casos (64,8 %; n=57) pertenecia al subsidiado y un porcentaje importante
(13,6 %; n=12) no estaba asegurado, lo que demuestra que la mayor carga
de la enfermedad se presenta en la poblacion pobre que no cuenta con
seguridad social, condicién que agrava la situacién del paciente, pues el
tratamiento depende del suministro de medicamentos por parte del programa
nacional de tuberculosis que, afortunadamente, ha tenido buenos resultados
en el pais en cuanto a su sostenibilidad y la permanencia de los pacientes.
Sin embargo, un paciente que no esté vinculado al régimen de salud supone
la misma condicidn para sus contactos, lo que favorece la diseminacién del
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bacilo, pues su captacién, diagndstico y tratamiento se hacen de manera mas
tardia, en comparacion con los pacientes del régimen contributivo (24).

El Instituto Nacional de Salud ha hecho dos encuestas nacionales de
vigilancia de la resistencia a los farmacos antituberculosos en cerca de 5.000
personas con tuberculosis pulmonar y baciloscopia positiva provenientes de
todo el pais. Las muestras de esputo se sembraron en medios Ogawa-Kudoh
y Stonebrink modificado por Giraldo, este ultimo con el fin de identificar si
habia circulacién de M. bovis. No hubo ningln cultivo en el que se detectara
esta especie, lo cual podria deberse a que la técnica de cultivo utilizada
no es lo suficientemente sensible para detectar pocos bacilos, algo que es
caracteristico de esta especie (25,26).

En el 2012, el Grupo de Micobacterias de la Subdireccion de
Investigacion e Innovacién del Instituto Nacional de Salud detecté un
caso de tuberculosis causado por M. bovis en un individuo de 58 afos de
edad, informacion que gener6 nueva evidencia sobre la presencia de esta
micobacteria en humanos (27).

En el 2016, Leal, et al., analizaron 164 muestras de esputo de trabajadores
de fincas con circulacion de M. bovis en ganado y no encontraron casos
de tuberculosis debidos a este agente etiolégico; los datos que obtuvieron
son similares a los de este estudio, a pesar de que los grupos de poblacion
analizados eran diferentes en términos de la exposicion reconocida (28).

En la region de las Américas se estima una prevalencia de tuberculosis por
M. bovis de menos de 0,05 % (13). Segun la OMS, en el 2013 se presentaron
231.330 casos, aunque esta cifra esta subestimada debido a que en muchos
paises no se cuenta con técnicas de diferenciacion de las especies del
complejo M. tuberculosis, las cuales deben ser de comprobada sensibilidad y
con suficiente poder discriminatorio, como la técnica de hibridacién inversa de
spoligotyping. En varios estudios de genémica comparativa, se ha evidenciado
que las regiones de diferenciacion presentes en M. bovis muestran una
pérdida de material genético con relacion a M. tuberculosis, 1o que hace que
su estudio permita conocer mas sobre las relaciones filogenéticas de las
especies que conforman el complejo (11,29,30).

Algunas de las limitaciones de este trabajo se relacionan con el nimero
de muestras analizadas, ya que no es representativo del total de casos de
tuberculosis notificados en ese periodo a nivel nacional. Ademas, la técnica
empleada solo permitié identificar la especie en el 50 % (n=44) de las muestras,
debido a que la prueba GenotypeMTBC™ no esta recomendada para muestras
con baciloscopia positiva. Por esta razon, no se descarta la posibilidad de que
se presente esta zoonosis en los departamentos de Colombia analizados.

Se concluy6 que la especie identificada en las muestras como causante
de enfermedad fue M. tuberculosis. Para evidenciar la presencia de M. bovis
como causante de tuberculosis en humanos, se requiere que las muestras
provengan de personas con factores de riesgo, como manipuladores de
ganado y productos carnicos, médicos veterinarios, zootecnistas e individuos
residentes en zonas con circulacion de esta micobacteria. Tales muestras
deben sembrarse en medios de cultivo que permitan el crecimiento de esta
especie y, en caso de resultar positivas, deben evaluarse con técnicas que
diferencien las especies del complejo.
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En Colombia deben desarrollarse mas estudios piloto encaminados a
implementar nuevas estrategias de vigilancia para mejorar el diagnostico
por laboratorio y analizar variables como tipo de tuberculosis (pulmonar,
extrapulmonar), lugar de residencia del individuo, ocupacién, tipo de afiliacién
al Sistema General de Seguridad Social en Salud y estatus de HIV, entre
otros aspectos analizados en estudios previos (28), como el tiempo de
exposicion del trabajador (permanencia de mas de un afo en la finca), el nivel
de escolaridad, los conocimientos sobre la zoonosis y la cercania con otros
huéspedes, todo ello articulado con el Instituto Colombiano Agropecuario, para
establecer una linea de base de la transmision de M. bovis en humanos. Solo
asi se podrian disefar politicas de salud publica para combatir este problema.
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