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RESUMEN

Con el desarrollo de la epidemia del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida), el aisla-
miento de micobacterias de la sangre se ha convertido en un problema habitual de los labora-
torios clinicos. En el presente estudio se evaluaron dos métodos para aislar micobacterias en
muestras de sangre de pacientes de sida: 1) la inoculacion directa en un medio bifisico y 2) un
método no comercializado de lisis por centrifugacion. A cada uno de los 50 pacientes de sida
con sospecha de enfermedad micobacteriana diseminada se le extrajeron tres muestras de san-
gre consecutivas a intervalos de 15 minutos. En 70 de 138 muestras de sangre obtenidas de 30
(60%) pacientes se detecto crecimiento de micobacterias. A partir de estos cultivos, en 19 pa-
cientes se aislé Mycobacterium tuberculosis y en 11 (37%), el complejo Mycobacterium
avium. Los cultivos en que se utiliz6 el método de lisis por centrifugacion fueron positivos en
54% de los pacientes, mientras que esta cifra se redujo a 44% en los cultivos en que se uso el
método bifisico (P > 0,05). El porcentaje de muestras positivas al complejo M. avium fue
mayor con el método de centrifugacion por lisis (91%) que con el de inoculacién directa en
medio bifdsico (45,4%) (P < 0,05). Sin embargo, los porcentajes de muestras positivas a M. tu-
berculosis detectadas con el método de lisis por centrifugacion (89,5%) y con el de inocula-
cion directa en un medio bifasico (100%) fueron similares (P > 0,05). La técnica no comercia-
lizada de centrifugacion por lisis es barata, fiable y puede constituir un método alternativo para
el diagnéstico de micobacteriemia en paises en desarrollo.
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Tras el desarrollo de la epidemia del
sindrome de inmunodeficiencia ad-
quirida (sida), el aumento progresivo
de infecciones micobacterianas dise-
minadas secundarias ha galvanizado
la busqueda de un método sensible
para aislar micobacterias en la sangre.
El rendimiento diagndstico mas ele-
vado para los organismos del com-
plejo Mycobacterium avium se alcanza
con los métodos de cultivo de lisis por
centrifugaciéon (1, 2). Estas técnicas
estdn comercializadas y se utilizan ha-
bitualmente en los Estados Unidos de
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América y en Europa occidental (3, 4).
El diagnéstico con el medio de cultivo
radiométrico BACTEC es mds rapido
y su sensibilidad es similar, pero re-
quiere sustrato radioactivo y no per-
mite obtener colonias aisladas (5, 6).
Ambos métodos son demasiado caros
para utilizarlos habitualmente en
paises en desarrollo. En el presente es-
tudio prospectivo se compara la efi-
ciencia de dos métodos distintos em-
pleados para detectar el crecimiento
de micobacterias en la sangre perifé-
rica de pacientes de sida: 1) la inocula-
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cién directa en un medio bifasico y
2) un método barato no comerciali-
zado de centrifugacion por lisis.

MATERIALES Y METODOS

Entre diciembre de 1993 y agosto de
1994, se obtuvieron muestras de sangre
de 50 pacientes de sida con sospecha de
enfermedad micobacteriana disemi-
nada. El principal criterio utilizado para
seleccionar a los pacientes fue la fiebre
de origen desconocido y uno de los sin-
tomas siguientes: hepatoesplenomega-
lia, infiltrado pulmonar, anemia o ele-
vacién de la fosfatasa alcalina. Cuando
fue posible, se realizaron recuentos (cé-
lulas/uL) de linfocitos T CDA4.

Personal debidamente capacitado
extrajo en total tres muestras de sangre
a cada paciente dejando un lapso de
15 minutos entre las extracciones. Cada
muestra se obtuvo en dos tubos Vacu-
tainer (Becton Dickinson, MD, EUA)
que contenian 4cido etilenodiaminote-
tracético (EDTA) como anticoagulante.
En cada extraccién se tomé la tempera-
tura de los pacientes. En total, se obtu-
vieron 138 muestras de sangre de los
pacientes estudiados. De acuerdo con
las indicaciones clinicas, se obtuvieron
otros tipos de muestras (por ej., esputo)
para cultivo habitual de micobacterias.

A su llegada al laboratorio, el conte-
nido de un tubo Vacutainer se mezcl6é
con 30 mL de una solucion al 0,3% de
deoxicolato de sodio y se incub6 a
temperatura ambiente durante 15 mi-
nutos. Después de centrifugarlo du-
rante 25 minutos a 3000 g (y a 4 °C), el
grumo se suspendié en 1 mL de una
solucién salina de albtimina bovina al
0,2% (Fraction V, Sigma, St. Louis, MO,
EUA), de la cual se afiadieron 0,2 mL a
un tubo que contenia caldo Middle-
brook 7H9 y a dos medios de cultivo
en agar Lowenstein-Jensen.

El contenido del segundo Vacutainer
se afladid directamente a un medio bi-
fasico que contenia 5 mL de caldo Mid-
dlebrook 7H9 y 15 mL de agar Mid-
dlebrook 7H10. Todos los aislamientos
de micobacterias se identificaron por
medio de métodos bioquimicos.

Para comparar proporciones entre
grupos de pacientes, se empled la
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prueba de ji al cuadrado (x?) (con la
correcion de Yates en tablas 2 X 2).
Para comparar variables continuas, se
utilizo la prueba de la f de Student. En
ambos casos se realizaron pruebas bi-
laterales a un nivel de significacién
igual a 0,05.

RESULTADOS

Se detect6é crecimiento de micobac-
terias en 70 de las 138 muestras de san-
gre pertenecientes a 30 de los 50 (60%)
pacientes incluidos en el estudio. En 19
(63%) pacientes los cultivos fueron po-
sitivos a M. tuberculosis y en 11 (37%),
a micobacterias del complejo M. avium.
Solo en cuatro pacientes en cuyas
muestras de sangre se habian aislado
micobacterias del complejo M. avium
se aislaron también micobacterias en
otras muestras biolégicas. En uno de
ellos se aislaron micobacterias del
complejo M. avium en una muestra de
higado (paciente no. 3). En dos se ais-
laron M. tuberculosis en cultivos de es-
puto (paciente no. 46) o en una biopsia
de nédulo linfatico (paciente no. 1). En
uno se aislaron M. gordonae en las
heces (paciente no. 13). En la mayor
parte de los pacientes con hemoculti-
vos positivos a M. tuberculosis se aisla-
ron las mismas especies de micobacte-
rias en otras muestras clinicas. No
obstante, la tuberculosis se diagnosticé
en cinco pacientes solo después de dis-
poner de los resultados de los hemo-
cultivos (pacientes nos. 6, 7, 18, 19 y
32). Estos resultados, incluidos el re-
cuento de linfocitos T CD4, se repre-
sentan en el cuadro 1.

En los pacientes cuyos hemocultivos
fueron positivos al complejo M. avium
la media del recuento de linfocitos
T CD4 fue de 15,9 células por puL, mien-
tras que en aquellos cuyos hemoculti-
vos fueron positivos a M. tuberculosis la
media fue de 71,1 células/uL (reco-
rrido de valores: 0 — 449 células/uL).

En total, 19 (63%) pacientes con cul-
tivos positivos a micobacterias tam-
bién dieron resultados positivos con
los dos métodos utilizados. En 54%
(27/50) los hemocultivos fueron posi-
tivos con el método de lisis por centri-
fugacién, mientras que con la técnica

del medio bifdsico los hemocultivos
fueron positivos en 44% (22/50). La di-
ferencia entre ambos grupos no fue
estadisticamente significativa (P >
0,05). Las medias del tiempo de detec-
ciéon de ambos métodos fueron, res-
pectivamente, 42,8 y 58,2 dias. Esto
significa, probablemente, que con el
método de lisis por centrifugacion se
recuperaron mas micobacterias viables
de la sangre que con el método bifa-
sico, a pesar de que la diferencia entre
ambas técnicas no fue estadistica-
mente significativa. Al comparar los
resultados obtenidos con los medios
de cultivo en agar Lowenstein-Jensen
y con el caldo Middlebrook 7H9 utili-
zados para aislar micobacterias en el
método de lisis por centrifugacién, no
se encontraron diferencias estadisti-
camente significativas (P > 0,05; resul-
tados no mostrados) para M. tubercu-
losis (34% y 42%, respectivamente) ni
para el complejo M. avium (45% y 36%,
respectivamente). Sin embargo, se en-
contré6 una diferencia muy marcada
cuando se compararon los dos méto-
dos de hemocultivo segtin las especies
de micobacterias aisladas (cuadro 2).
El porcentaje de hemocultivos positi-
vos al complejo M. avium fue mds alto
con el método de lisis por centrifuga-
cién (10/11 = 91%) que con el método
bifasico (5/11 = 45,4%) (P < 0,05), si
bien para M. tuberculosis el porcentaje
de hemocultivos positivos detectados
por ambos métodos fue similar (89,5%
y 100%, respectivamente; P > 0,05) (fi-
gura 1). Los resultados obtenidos en
muestras del mismo paciente fueron
concordantes en 39 de 50 (78%) pa-
cientes.

DISCUSION

A pesar de que se dispone de técni-
cas que facilitan la deteccién de mico-
bacterias en la sangre (2, 7), pocos
estudios se han centrado en la bacte-
riemia por M. tuberculosis en pacientes
de sida (6, 8, 9). El presente estudio su-
giere que la bacteriemia causada por
este microorganismo es frecuente en
estos pacientes en el Brasil y algunos
investigadores han apuntado que su
frecuencia ha aumentado (5). Esta in-
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CUADRO 1. Resultados del cultivo de micobacterias en 50 pacientes de sida

Hemocultivo Cultivo de otras muestras biologicas
Recuento Método de Especies de Lugar de Especies de
de linfocitos lisis por micobacterias obtencién de micobacterias
Paciente No. T CD4 Medio bifasico centrifugacion identificadas las muestras identificadas
1 0 + + Complejo M. avium Nédulo linfatico M. tuberculosis
2 52 + + Complejo M. avium - -
3 12 + + Complejo M. avium Higado Complejo M. avium
4 40 + + M. tuberculosis —LBA? M. tuberculosis
5 100 - - - - -
6 46 No realizado + M. tuberculosis - -
7 86 No realizado + M. tuberculosis - -
8 50 - + Complejo M. avium - -
9 0 + + M. tuberculosis Esputo M. tuberculosis
10 0 - + Complejo M. avium - -
11 20 - + Complejo M. avium - -
12 0 - - - - -
13 19 - + Complejo M. avium Heces M. gordonae
14 31 - - - -
15 165 - - Esputo M. tuberculosis
16 89 - - - - -
17 49 - - - - -
18 0 + + M. tuberculosis - -
19 50 + + M. tuberculosis - -
20 32 - - - Esputo M. tuberculosis
21 38 - - - - -
22 34 - - -
23 80 - - - - -
24 265 - - - - -
25 48 + + M. tuberculosis Médula ésea M. tuberculosis
25 - Esputo M. tuberculosis
25 Heces M. tuberculosis
26 151 + + M. tuberculosis Médula ésea M. tuberculosis
27 15 - - - - -
28 59 + + M. tuberculosis Nédulo linfatico M. tuberculosis
29 33 + + M. tuberculosis Médula M. tuberculosis
30 135 + + M. tuberculosis Esputo M. tuberculosis
30 Médula M. tuberculosis
30 Nédulo linfatico M. tuberculosis
31 53 - - - - -
32 20 + + M. tuberculosis - -
33 25 + + M. tuberculosis Higado M. tuberculosis
33 Esputo M. tuberculosis
34 75 + + M. tuberculosis Nédulo linfatico M. tuberculosis
35 0 + - M. tuberculosis Esputo M. tuberculosis
36 449 + + M. tuberculosis Esputo M. tuberculosis
37 5 + + M. tuberculosis Esputo M. tuberculosis
38 13 + + M. tuberculosis Esputo M. tuberculosis
39 116 + - M. tuberculosis Médula M. tuberculosis
40 0 - - - Esputo M. tuberculosis
41 0 - - - -
42 15 + - Complejo M. avium - -
43 100 - - Esputo M. tuberculosis
44 2 - - Esputo M. tuberculosis
45 0 - - - Esputo M. tuberculosis
46 5 - + Complejo M. avium Esputo M. tuberculosis
47 2 + + Complejo M. avium - -
48 0 - + Complejo M. avium - -
49 2 - - - LBA M. tuberculosis
50 5 - - - Nodulo linfatico M. tuberculosis

aLBA = lavado broncoalveolar.

Rev Panam Salud Publica/Pan Am | Public Health 4(1), 1998

45



CUADRO 2. Comparacion de diversos medios de cultivo para el aislamiento de micobacte-
rias de la sangre en los pacientes de sida estudiados

M. tuberculosis

Complejo M. avium

LC-7H9"  LC-LJ2  Medio bifasico ~ LC-7H9'" LC-LJ2 Medio bifasico
Positivo 16 13 17 8 10 5
Negativo 3 6 0 3 1 6
No realizado 0 0 2 0 0 0

aSangre procesada mediante lisis por centrifugacion y afadida al caldo Middlebrook 7H9.
bSangre procesada mediante lisis por centrifugacion y afiadida al cultivo en agar Léwenstein-Jensen.

vestigacién también sugiere que el he-
mocultivo es un método diagndstico
util ante la sospecha de tuberculosis,
incluso cuando en otras muestras bio-
légicas no es posible aislar esta mico-
bacteria. Por consiguiente, estos datos
concuerdan con los de Bouza et al.
(10), aunque se contraponen con los de
Shafer et al. (6), para los cuales esta
técnica no fue 1til para diagnosticar la
tuberculosis.

El complejo M. avium es el causante
de la infeccién bacteriana mas fre-
cuente en pacientes de sida en los Esta-
dos Unidos y Europa (3, 8), si bien
précticamente se desconoce su fre-
cuencia en los paises en desarrollo
(11). Los resultados de la presente in-

FIGURA 1. Comparacion se los porcentajes
de hemocultivos positivos detectados con
los dos métodos de cultivo estudiados,
segun las especies aisladas
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vestigacion y los de Barreto et al. (12)
sugieren que la infeccién causada por
el complejo M. avium puede ser mas
frecuente en los pacientes de sida del
Brasil de lo que se ha notificado.

El mayor rendimiento diagnéstico
del método de lisis por centrifugacién
para M. avium estriba en que estos mi-
croorganismos no se encuentran habi-
tualmente libres en el plasma (1). Al
producirse la lisis de leucocitos de la
sangre periférica se liberan micobacte-
rias intracelulares que se concentran
posteriomente con la centrifugacion, lo
cual aumenta la sensibilidad del hemo-
cultivo (4). Como M. tuberculosis es una
bacteria patégena verdadera con mayor
capacidad para causar enfermedad di-
seminada, ambos métodos fueron sen-
sibles para detectar bacteriemia por M.
tuberculosis. Aunque se considera que el
caldo de Middlebrook 7H9 es mds sen-
sible que las pruebas realizadas en me-
dios sélidos, como los cultivos en agar
Lowenstein-Jensen, el no haber encon-
trado diferencias estadisticamente sig-
nificativas puede deberse al pequefio
tamafio de la muestra utilizada.

Los bajos recuentos de linfocitos
T CD4 de los pacientes con hemocul-
tivos positivos al complejo M. avium
(15,9 células/puL) concuerdan con los
hallazgos de algunos investigadores
que estimaron que el riesgo de desa-
rrollar bacteriemia por M. avium es
mucho mas elevado cuando dicho re-
cuento es menor de 50 células/pL
(13-15). No obstante, la media de
dicho recuento (71,1 células/pL) cal-
culada en los pacientes de cuya sangre
se aislé M. tuberculosis fue menor que
la mayor parte de las medias notifica-
das en otros estudios (recorrido de

valores: 23-742 células/pL) en el mo-
mento de establecerse el diagndstico
de la tuberculosis. En los pacientes
portadores del virus de la inmunodefi-
ciencia humana (VIH) con tuberculo-
sis extrapulmonar los recuentos de
linfocitos T CD4 (media = 153 células/
pL) son menores que los de los pa-
cientes que solo padecen tuberculosis
pulmonar (16, 17). Este dato esta res-
paldado por el alto porcentaje de pa-
cientes con tuberculosis diseminada
(78%) encontrado en este estudio y por
el hecho de que en todos los pacientes
la prueba cutdnea de la tuberculina
fue negativa.

Los resultados de las tres muestras
de sangre consecutivas de un mismo
individuo fueron concordantes en 39
pacientes (78%), lo cual sugiere que
una sola muestra de sangre es sufi-
ciente para diagnosticar la micobacte-
riemia. En un estudio retrospectivo
realizado para evaluar la utilidad de
pares de hemocultivos se obtuvieron
resultados similares: 96% de los resul-
tados de pares de hemocultivos fueron
concordantes (18). Ninguno de los pa-
cientes del presente estudio tuvo fie-
bre en el momento en que se le extraje-
ron las muestras de sangre, situacién
que no coincide con los criterios apli-
cables a la extracciéon de muestras para
diagnosticar bacteriemia causada por
microrganismos que no son é&cido-
alcohol resistentes.

En conclusion, este estudio muestra
que el hemocultivo puede realizarse
empleando un método no comerciali-
zado, sensible y barato para diagnosti-
car la enfermedad micobacteriana di-
seminada, y se recomienda utilizarlo
habitualmente en los laboratorios de
los paises en desarrollo en que se diag-
nostiquen estas infecciones. Ademds,
este estudio demuestra que la frecuen-
cia de la infeccién diseminada causada
por el complejo M. avium en los pa-
cientes de sida del Brasil es elevada.
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ABSTRACT

Diagnosis of disseminated
mycobacterial infection:
testing a simple and
inexpensive method for use in
developing countries

With the development of the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) epidemic,
the isolation of mycobacteria from blood has become a common problem for clinical
laboratories. In this study two methods were used for the recovery of mycobacteria
from blood specimens obtained from AIDS patients: (1) direct inoculation in biphasic
medium, and (2) a noncommercial lysis-centrifugaton method. A total of three con-
secutive blood samples were taken at 15-minute intervals from each of 50 AIDS
patients with clinical suspicion of disseminated mycobacterial disease. Mycobac-
terium growth was noted in 70/138 blood specimens from 30 (60%) patients. These
cultures yielded Mycobacterium tuberculosis in 19 (63%) and Mycobacterium avium
complex organisms in 11 (37%) patients. Cultures using the lysis-centrifugation
method were positive in 54% of the patients, while cultures using biphasic medium
were positive in 44% (P > 0,05). The positivity for M. avium complex was higher with
lysis-centrifugation (91%) than with biphasic medium (45,4%) (P < 0,05). However,
the positivities for M. tuberculosis with the lysis-centrifugation method (89,5%) and
direct inoculation in biphasic medium (100%) were similar (P > 0,05). The use of a
noncommercial lysis-centrifugation technique is inexpensive, reliable, and can be an
alternative method for the diagnosis of mycobacteremia in developing countries.
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