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Resumen

Se describen los primeros tres casos de tuberculosis pulmo-
nar por Mycobacterium bovis en Uruguay. Uno de los enfer-
mos poseia antecedentes de contacto con animales en un
zoolégico; el otro, portador del virus de inmunodeficiencia hu-
mana (VIH), estaba en contacto cotidiano con derivados car-
nicos de ganado vacuno, el tercero poseia antecedentes de
ingestion de leche no pasteurizada. En todos los casos se
pudo confirmar la etiologia mediante la aplicacion rutinaria de
técnicas de biologia molecular en conjunto con la bacteriolo-
gia convencional. A pesar de que se ha realizado la busqueda
sistematica de M. bovis en muestras clinicas que ingresan a
nuestro laboratorio, hasta ahora no se habian podido reportar
aislamientos de origen humano. La presencia de este mi-
croorganismo en muestras veterinarias en la Ultima década

permite esperar la aparicion de nuevos casos en sujetos in-
munocompetentes y pacientes VIH/SIDA. El antecedente de
contacto estrecho con animales, especialmente ganado
bovino, o con sus productos derivados, 0 ambos, debe alertar
al clinico sobre la posibilidad de esta zoonosis en cuyo
tratamiento se debe excluir la pirazinamida.

Palabras clave: TUBERCULOSIS PULMONAR
MYCOBACTERIUM BOVIS
ZOONOSIS

Keywords: TUBERCULOSIS, PULMONARY
MYCOBACTERIUM BOVIS

ZOONOSES

* Departamento de Laboratorio. Comision Honoraria para la Lucha Antituberculosa y Enfermedades Prevalentes. Centro de Referencia Nacional

para Micobacterias. Ministerio de Salud Publica, Uruguay.
T Unidad de Biologia Molecular del Institut Pasteur, Uruguay.

1 Médicos neumologos supervisores. Comision Honoraria para la Lucha Antituberculosa y Enfermedades Prevalentes. Ministerio de Salud Publi-

ca, Uruguay.

§ Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Uruguay.
Correspondencia: Dra. Cecilia Coitinho. Laboratorio de Biologia Molecular. Comision Honoraria para la Lucha Antituberculosa y Enfermedades
Prevalentes. Laboratorio Calmette. Bulevar Gral. Artigas 3175, Montevideo. Correo electrénico: ccoitinho@yahoo.com, ccoitinho@fmed.edu.uy

Recibido: 30/4/12
Aceptado: 7/9/12

209



Primeros casos de tuberculosis pulmonar por Mycobacterium bovis | Rivas C et al

Introduccion

La tuberculosis contintia siendo una enfermedad de im-
portancia tanto en el hombre como en los animales'".
Los agentes etiologicos integran un complejo (Myco-
bacterium tuberculosis complex) que incluye a M. tu-
berculosis, que es el agente de la tuberculosis humana
(TBH), y M. bovis, que es el agente causal de la tubercu-
losis en animales, principalmente ganado bovino, aun-
que otros animales domésticos o salvajes, en cautiverio
o vida libre, pueden ser afectados™”. El hombre puede
infectarse y enfermar de tuberculosis por M. bovis
(TBB) considerada, en estos casos, como una
zoonosis™.

En Latinoamérica, la TBB registra una muy baja in-
cidencia, aunque la misma podria estar subestimada por
las dificultades técnicas para un correcto aislamiento e
identificacion del agente®™. En Uruguay no se habian re-
portado casos de TBB, aunque no es posible descartar la
existencia de casos no confirmados o erroneamente tipi-
ficados como TBH; los estudios bacteriologicos siste-
maticos realizados a nivel nacional para aislamiento e
identificacion de M. bovis siempre fueron negativos, in-
cidirian en este aspecto las medidas de control a nivel
veterinario sumadas a la pasteurizacion de la leche y
controles sanitarios de sus derivados. Durante el aflo
2011, por técnicas de biologia molecular se detectaron
cepas compatibles con M. bovis que fueron luego total-
mente confirmadas por tipificacion fenotipica y por se-
cuenciacion gendémica en el Institut Pasteur de
Montevideo (IPM). Nuestro objetivo es reportar estos
casos clinicos y destacar los aspectos mas interesantes
de esta zoonosis que se presenta ahora en Uruguay.

Caso clinico 1

Paciente de 60 afos, sexo masculino, de Paysandu, dia-
bético tipo II, alcoholista moderado, fumador intenso
que consulta en servicio de urgencia por fiebre alta
(39°C axilar), sudoracion profusa, astenia y adinamia.
La radiografia de térax muestra una lesion nodular en
lobulo superior derecho. Se indican antibidticos y con-
troles en policlinica para estudio. Consulta nuevamente
a las 24 horas, febril, con desorientacion témporo-espa-
cial y un cuadro focal neurolégico con hemiplejia dere-
cha, paralisis facial y afasia. En urgencia instala convul-
sion tonico-clonica generalizada por lo que se traslada a
cuidados intensivos con asistencia ventilatoria mecani-
ca.

Antecedentes personales: hasta hace un afio y medio
trabajaba en el zoologico municipal, realizando la lim-
pieza de las jaulas de animales.

Tomografia axial computada (TAC) de craneo: sin
lesiones.
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TAC de torax: se destaca lesion nodular cavitada de
l16bulo superior derecho (LSD), derrame pleural bilate-
ral y consolidacion bibasal.

Velocidad de eritrosedimentacion (VES): 82 mm.
Leucocitosis: 8.200 mm’. Proteina C reactiva : positiva.

Estudio citoquimico del liquido céfalo-raquideo
(LCR) (muestra del primer ingreso): Pandy negativo, 8
leucocitos, 70% neutrofilos.

Estudio citoquimico de LCR (muestra del segundo
ingreso): Pandy positivo, 145 leucocitos, 95% mononu-
cleares.

Serologia para VIH: negativa.

Se plantea tuberculosis pulmonar asociada a tuber-
culosis meningea, por lo que se instala tratamiento em-
pirico con plan segiin normas nacionales de tratamiento
para la tuberculosis, y corticoides.

Bacteriologia: examen microscopico directo de se-
creciones obtenidas por fibrobroconscopia: positivo pa-
ra micobacterias. Cultivos para micobacterias: positi-
VOs.

Identificacion bacteriana final (fenotipica y genoti-
pica): Mycobacterium bovis sp. Sensibilidad a firmacos
antituberculosos: isoniacida sensible, rifampicina sensi-
ble, estreptomicina sensible, etambutol sensible,
pirazinamida resistente.

Completa tratamiento antituberculoso. Buena evo-
luciéon con secuelas neurologicas.

Caso clinico 2

Paciente de 38 afos, sexo masculino, domiciliado en
Canelones, que ingresa a centro hospitalario por dolor
toracico tipo puntada de costado, acompafiado de tos,
expectoracion, fiebre, astenia y adinamia (sintomas ini-
ciados en los 20 dias previos). La radiografia de torax
muestra un infiltrado bilateral con derrame pleural. Se
realiza pleuroscopia con toma bidpsica.

Antecedentes personales: desde el afio 2008, por ra-
zones laborales, el paciente esta en contacto cotidiano
con huesos y visceras de ganado vacuno y de pollos.

Hemocultivos para gérmenes comunes: negativos.

Serologia para VIH: positiva. Linfocitosis:
1.640 mm’, CD4: 303 (18,5%), carga viral: menor a 53
copias/ml.

Examen funcional y enzimograma hepatico: sin va-
lores alterados.

Bacteriologia: baciloscopias de expectoracion, ne-
gativas.

Examen microscopico directo de biopsia pleural:
positivo para micobacterias. Cultivos para micobacte-
rias: positivos.

Identificacion bacteriana final (fenotipica y genoti-
pica): Mycobacerium bovis sp. Sensibilidad a farmacos
antituberculosos: isoniacida sensible, rifampicina sensi-



Rev Méd Urug 2012; 28(3): 209-214

Tahla 1. Caracteristicas fenotipicas de cepas de referencia de M. bovis, M. tuberculosis y de las cepas aisladas de

casos clinicos con sospecha de tuberculosis de origen bovino
Caracteristicas fenotipicas M. tuberculosis M. bovis Aislados clinicos

H37Rv ANS (Rotterdam)

Velocidad de desarrollo a 37 °C Lento Lento Lento
Pigmento No cromdgena No cromégena No cromdgenas
Inhibicién por glicerol No Si Si
Produccion de niacina + -
Reduccion de nitratos + -
Inhibicién por TCH (*) No Si Si
Resistencia a PZA(**) S R R
Ureasa + + +

* Hidrazida del acido tiofeno-2-carboxilico.

** Ausencia de enzima pirazinamidasa necesaria para activar la accion de la pirazinamida como antimicobacteriano.

ble, estreptomicina sensible, etambutol sensible, pirazi-
namida resistente.

Se realiza tratamiento antituberculoso completo con
buena adherencia y respuesta, se otorga alta; buena
evolucion.

Caso clinico 3

Paciente de 39 afios, sexo femenino, domiciliada en Sa-
linas, Canelones. Desocupada. Presenta un cuadro de
un mes de evolucion dado por: astenia, adinamia, ano-
rexia y adelgazamiento, tos y expectoracion escasas, sin
sindrome de impregnacion toxica, sin disnea ni
sangrados.

Laradiografia de torax muestra opacidad inhomogé-
nea con broncograma aéreo en tercio superior de ambos
hemitoérax, a predominio derecho. En l6bulo superior
derecho lesion cavitada de 3 cm de didmetro mayor con
nivel hidroaéreo.

Antecedentes personales: ingestas de leche sin pas-
teurizar, directamente de un tambo familiar, durante un
mes, hace un aflo atras. La paciente vivio en zona rural
de Montevideo durante su adolescencia, en contacto con
animales de granja.

Hemograma: se destaca hemoglobina de 11,6 g/dl.

VES: 20 mm.

Serologia para VIH: negativa.

Examen funcional y enzimograma hepatico: sin va-
lores alterados.

Bacteriologia de expectoracion: examenes micros-
copicos directos y cultivos positivos para micobacterias.
Identificacion primaria: M. tuberculosis complex.

Identificacion bacteriana final (fenotipica y genoti-
pica): Mycobacerium bovis sp. Sensibilidad a firmacos
antituberculosos: isoniacida sensible, rifampicina sensi-
ble, estreptomicina sensible, etambutol sensible,
pirazinamida resistente.

Con resultados bacteriologicos primarios, inicia tra-
tamiento antituberculoso segun normas nacionales, bue-
na evolucion, continia en tratamiento ajustado a identi-
ficacion micobacteriana definitiva.

Identificacion de los aislamientos clinicos

El complejo Mycobacterium tuberculosis incluye va-
rias especies genéticamente relacionadas (M. tubercu-
losis, M. bovis, M. bovis-BCG, M. africanum, M. micro-
ti, M. pinnipedi, M. caprae y M. canetti). De ellas, M.
tuberculosis y M. bovis son de distribucion universal y
los patogenos mas importantes. Ambas especies son de
crecimiento lento (tres a ocho semanas en cultivos con-
vencionales), pero existen algunas diferencias fenotipi-
cas destacables (tabla 1). M. bovis es inhibido por el gli-
cerol (nutriente comun en los medios a base de huevos),
lo cual dificulta la obtencion de cultivos positivos. A di-
ferencia de M. tuberculosis, no produce niacina ni po-
see nitrato reductasa, por lo que estas pruebas son nega-
tivas; el desarrollo de M. bovis es inhibido por la hidra-
cida del acido tiofeno-2-carboxilico (TCH) y es resis-
tente a la pirazinamida (PZ) (carece de la enzima pirazi-
namidasa). Desde el punto de vista genotipico existen
regiones del genoma de M. bovis que pueden ser ampli-
ficadas por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y que permiten diferenciarlo de M. tuberculosis
con gran precision y rapidez. En nuestro laboratorio se
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Figura 1. Fraccionamiento electroforético de los
productos de amplificacion por la técnica de
ETRD-PCR. Carriles 1y 2, aislamientos clinicos de M.
bovis. Carril 3, cepa de referencia M. bovis-BCG. Carril
4, cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv. Carril 5,
cepa de referencia M. bovis AN5. Carril 6, control
negativo para contaminacion de reaccion. Carril 7,
marcador de tamafo molecular (100 pb).

realiza una PCR desarrollada “in house”, basada en re-
portes de Djelouadji y colaboradores®, que amplifica
una de las repeticiones en tdndem VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats) especificas del complejo
M. tuberculosis y conocidas como MIRU (Mycobacte-
rial Interespersed Repeat Units). Recientemente nues-
tro grupo utilizd esta técnica para la identificacion de
800 aislados clinicos”, donde ademas de mostrar una
gran homogeneidad en los datos, se observaron diferen-
cias en cuanto a los tamafios publicados por Djelouadji,
encontrandose en nuestro pais principalmente aislados
de M. tuberculosis con tamafio de 600 y 824 pares de
bases. Asimismo, en el caso de M. bovis, el tamafo fue
de 672 pares de bases, tanto para la cepa de referencia
como para los aislados clinicos presentados en este tra-
bajo (figura 1). La confirmacion por secuenciacion del
amplicon fue realizada para cada tamafio de amplifica-
cion obtenido, confirmando el nimero de repetidos va-
riables en cada caso'”. En los casos descriptos, la se-
cuenciacion de esta region fue indicativa de M. bovis,
por lo cual se realizaron las pruebas bioquimicas y una
PCR complementaria, adaptada de Warren y colabora-
dores®, que amplifica las regiones de diferencia RD1,
RD9 y RD12 para diferenciar especies dentro del com-
plejo M. tuberculosis (figura 2). En este caso se espera
obtener amplificacion de 146, 235 y 369 bp en el caso
de tratarse de M. tuberculosis , mientras que en el caso
de M. bovis los tamafos esperados son 108,146 y 306
bp. En la figura 2 se observa cémo el patron de bandas
obtenido para los tres aislados clinicos se corresponde
con el esperado para M. bovis, asimismo las cepas de re-
ferencia utilizadas como control presentaron el patrén
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Figura 2. Fraccionamiento electroforético de los
productos de amplificacion de la regiones de diferencia
RD1, RD9 y RD12 (segun técnica adaptada de Warren y
colaboradores)®. Carriles: 1, marcador de tamafo
molecular (50 pb); 2, 3y 4 aislamientos clinicos de M.
bovis. Carril 5: cepa de referencia M. bovis AN5
(productos de amplificacion de 108 pb + 146 pb + 306
pb). Carril 6: cepa de referencia M. bovis-BCG
(productos de amplificacion de 108 pb + 196 pb + 306
pb). Carril 7: cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv
(productos de amplificacion de 146 pb + 235 pb + 369
pb). Carril 8: control negativo para contaminacién de
reaccion.

esperado. En cuanto a la susceptibilidad a firmacos an-
tituberculosos, a excepcion de la PZ (caracteristicamen-
te resistente), al igual que M. tuberculosis las cepas sal-
vajes son sensibles a isoniacida y rifampicina aunque
pueden adquirir resistencia por mutacion frente a trata-
mientos inadecuados.

Consideraciones clinicas y epidemioldgicas

Desde el punto de vista clinico, imagenologico y para-
clinico, la TBB es indistinguible de la TBH?. La dife-
rencia se plantea en relacion con el tratamiento, ya que
la PZ no es activa contra M. bovis y debe excluirse de
cualquier esquema terapéutico.

Epidemiologicamente, los tres casos presentan dis-
tintos ejemplos de como puede adquirirse esta zoonosis;
el contacto con animales, domésticos o salvajes, el ante-
cedente de exposicion laboral (trabajadores en contacto
con ganado, frigorificos e industrias derivadas, veteri-
narios) y la ingestion de alimentos lacteos o derivados
sin pasteurizar. Estos factores de riesgo deben orientar a
la posibilidad de una tuberculosis humana por M. bovis.
El microorganismo puede ingresar por inhalacion a par-
tir de aerosoles en ambientes contaminados o animales
infectados, generando una TBB pulmonar, o por inges-
tion a partir de productos contaminados (leche y deriva-
dos) provocando formas extrapulmonares predominan-
temente linfaticas (cuello y axilas)'”; la transmision hu-
mano-humano, aunque puede ocurrir, no es relevante.
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En los casos presentados existe una fuerte correlacion
entre la enfermedad y la exposicion o la ingesta de ali-
mentos lacteos no pasteurizados. La forma de presenta-
cion y la buena respuesta al tratamiento, sin la aparicion
de complicaciones u otras infecciones concomitantes,
son caracteristicas en pacientes inmunocompetentes;
aunque raros, existen casos descriptos de TBB y
VIH/SIDA"Y, tal como ocurri6 en uno de nuestros
casos. El antecedente de contagio puede ser lejano en el
tiempo ya que, al igual que en la TBH, después de la
infeccion el microorganismo puede mantenerse latente
durante afos.

Discusion

La incidencia de la TBB (aunque es dificil estimarla co-
rrectamente) es muy baja en relacion con la TBH, por lo
que, en principio, todo paciente con tuberculosis debe
ser considerado como caso de TBH hasta la identifica-
cion exacta de la especie de micobacteria aislada. Su
forma de presentacion y evolucion son similares, pu-
diendo progresar, como en uno de los casos presenta-
dos, hacia formas neurologicas graves. Esta zoonosis
esta directamente relacionada con el grado de infeccion
por M. bovis en animales de cria, especialmente en ga-
nado bovino. Se estima que de los 374 millones de cabe-
zas de ganado existentes en Latinoamérica y el Caribe,
70% radica en lugares donde las tasas de infeccion su-
peran el 1%"?. En la region, solamente Ecuador, Brasil,
Venezuela y Argentina han registrado casos de TBB; en
este Gltimo pais las cifras se situan entre 0,3% y 1% del
total de casos de tuberculosis®. Una publicacién re-
ciente"” establece una prevalencia de 0,4% de M. bovis
entre los casos de tuberculosis confirmados en Buenos
Aires; el factor de riesgo mas importante fue la exposi-
cion de caracter ocupacional. Reportes uruguayos con-
firman la presencia del patdgeno a nivel de ganado; en-
tre los afios 1997 y 2010, 61,9% de los aislamientos de
micobacterias en muestras ambientales o de animales
correspondié a M. bovis"?. Segiin recomendaciones
(Kantor y colaboradores)"”, las medidas para disminuir
la tuberculosis de origen bovino en humanos deberian
enfocarse en:

= Lahigiene en mataderos-frigorificos, plantas proce-
sadoras de carne e industria lactea.

= Elhervido de la leche y la pasteurizacion con garan-
tia de calidad.

= La proteccion de los trabajadores en riesgo (tenien-
do en cuenta la transmision por via respiratoria).

= El reforzamiento de las actividades de control de la
tuberculosis bovina, en sanidad animal y en salud
publica.

= La informacion al piblico en situacion de riesgo y
las medidas preventivas.

= Elsaneamiento de los focos de la enfermedad inclu-
yendo su investigacion epidemiologica.

En consecuencia, los servicios de Salud Publica de-
berian orientarse a la deteccion de casos de TBB y al in-
cremento de las medidas de proteccion y prevencion en
personas especialmente expuestas.

Summary

The study describes the first three cases of pulmonary
tuberculosis caused by Mycobacterium bovis in Uru-
guay. One of the infected people had a history of being
in contact with zoo animals, another one, an HIV ca-
rrier, was in daily contact with meat by-products, and
the third one had a history of drinking unpasteurized
milk. Molecular biology techniques and conventional
bacteriology enabled the confirmation of the etiology in
all cases. In spite of the systematic search for M. bovis
in the clinical samples analysed in our laboratories, no
isolation of Mycobacterium bovis from human cases
had been reported until then. The presence of this mi-
croorganism in our veterinary samples during the last
decade indicates we may continue to see new cases in
immune competent people and HIV/AIDS patients. A
history of close contact with animals, particularly bovi-
nes, with meat by-products, or both should warn
clinicians about the possibility of this zoonosis, whose
treatment should exclude pyrazinamide.

Resumo

Os trés primeiros casos de tuberculose pulmonar por
Mpycobacterium bovis no Uruguai sdo descritos. Um dos
pacientes apresentava antecedentes de contacto com
animais em um zooldgico; o outro, portador de VIH, es-
tava em contacto cotidiano com derivados de carne de
gado bovino e o terceiro tinha antecedentes de ingestao
de leite ndo pasteurizada. Foi possivel confirmar a etio-
logia em todos os casos pela utilizag@o de rotina de téc-
nicas de biologia molecular juntamente com bacteriolo-
gia convencional. Apesar de que se realiza pesquisa sis-
tematica de M. bovis nas amostras clinicas que chegam
ao nosso laboratorio, até esta oportunidade ndo havia
sido possivel registrar isolamentos de origem humano.
A presenga deste micro-organismo em amostras veteri-
narias na ultima década permite esperar o surgimento de
Nnovos casos em pessoas imunocompetentes e pacientes
VIH/SIDA. O antecedente de contacto proximo com
animais, especialmente gado bovino, ou com seus
derivados, ou ambos, deve alertar o clinico sobre a
possibilidade da presenca desta zoonose em cujo
tratamento a pirazinamida deve ser excluida.
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