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Introducción 1

1.1 IMPORTANCIA HISTÓRICA Y SITUACIÓN ACTUAL DE LA

TUBERCULOSIS

Aunquelos primerosindiciosde la existenciadela tuberculosisdatandehace

variosmilesdeaños,las micobacteriasnofuerondescubiertashasta1874, añoenque

Mycobacteriumleprae fue descritopor Hansen.

El bacilo tuberculosofue descubiertopor Koch en 1882, siendo en 1896

designadoconel nombredeMycobacteriumtuberculosispor Lehmanny Neuman.En

este mismo año, 1896, Smith aisló por primera vez el ‘bacilo bovino’ (bacteria

responsablede la tuberculosisbovina), introduciendo la nomenclaturade M.

tuberculosistipo humanoy bovino. El tipo bovino fue denominadoM. tuberculosis

typus bovinus por Lehmann y Neumannen 1907, aunqueno fue oficialmente

reconocidoy publicadohasta1970 (Karlsony Lessel,1970).

El origen de las micobacteriaspertenecientesal complejo tuberculosises

incierto, aunqueunade lasteoríasmásdifundidasesla de Grmeck(Báguena,1994).

Para esteautor, el géneroMycobacteriumderiva de un antepasadocomún al que

denominaMycobacteriumarchaicum.Estaespecievivía enestadolibre y deellasurgió

unaramade la que provienenlas actualesespecieslibres y quizástambiénalguna

especiesaprofita.De otra ramano conservadorao anagénicasurgieronlas especies

que vivieron asociadasa organismosmulticelulares,a menudo en forma de

organismospatógenos.A estaramapertenecenespeciesque enépocasmuy lejanas

se asociarona animalesmarinos;susdescendientesse dividieron en 2 ramas,una

conservadora,a la cualpertenecenlos parásitosdepeces,y otra anagénica,en la que

se encuentranlos parásitosde los demásvertebrados.Paraesteautor la asociación

de las micobacteriascon los animales debió producirseantesdel paso de los

vertebradosde la vida acuáticaa la vida terrestre,hacemásde300millones deaños.

Segúnsuhipótesis,M. tuberculosisprocedede unaformabovinadeMycobacteriumy

su aparicióndatadelNeolítico, estandoligadaa la domesticaciónde los bóvidos.

Jubby Kennedyen1970consideraronquealgunasmicobacteriaseranparásitos

estrictos de ciertasespecies:humanos(M. tuberculosis),bóvidos (M. bovis), aves
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(M. avium), múridos(M. microti), peces(M. marmum),tortugas(M. chelonae)y ranas

(M. Iortuitumt aunquehoy se sabequeestasmicobacteriassontambiéncapacesde

causar enfermedadesen otros hospedadores.Desde entonces se han descrito

numerosasespeciesde micobacterias,las cualespuedenencuadrarseen3 diferentes

grupos: muchas de ellas puedenconsiderarsesaprofitas,otras son patógenas

oportunistasy las terceras,patógenasestrictasdel hombre,de los animaleso de

ambos(Youmans,1979). 4’

‘5’

Durante muchos años, los patógenosmás importantes fueron aquellos

consideradoscomo responsablesde la tuberculosisen el hombre(M. tuberculosis),

bóvidos (M. bovis) y aves(M. avium);peroen 1983másde la mitad de las40 especies

conocidasde micobacterias,eranreconocidascomo patógenasparael hombrey los

animales(Leppery Comer,1983). $4

La paleontologíaha permitido encontrar las huellas más antiguas de la

tuberculosisa partir del estudio de restoshumanos. Los primeros hallazgos al

respectodatandel Neolítico, Paul Bartes en 1907 describióel primer caso de esta

enfermedada partir de variasvértebrasdorsalesencontradasen un cementeriode

Heidelberg,pertenecientesa un adulto joven que vivió aproximadamenteen el

5.000 a.C. $4

En la literatura asirio-babilónica, más concretamenteen el código de

Hammurabi,seencuentranalgunasreferenciasa la tuberculosis,aludiendoaellacon

el término de ‘fiebre”.

En el antiguoEgiptola presenciadetuberculosisseconfirmapor dosfuentes:

las representacionesartísticasy los restoshumanos(momias). Entre las primeras

aparecen figurillas mostrando deformidadesque han sido atribuidas a esta

enfermedady queson presuniiblementepredinásticas(anterioresal 3.000 a.C.).En

1881 cercadeTebasfuerondescubiertas44 momiasbienpreservadasprocedentesde

la XXI Dinastía(1.000a.C.),viéndosequeenunadeellas,conocidacomoNesperehan,

aparecíanhuellasevidentesde tuberculosisóseay muscular.

Durante el Romanticismo la imagen de la tuberculosisera la de una

enfermedaddemoda,siendoconocidacomoel “mal de vivir” o el “mal du siécle”. En
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estaépocasepensabaquela tisisera unmal hereditarioqueafectabaespecialmente

a los ricos, los jóvenesy las mujeres.Paramuchosartistasde la épocala muertees

vistacomounaliberación,y el abandonototal hastacontraerla tuberculosisy morir,

constituíaunameta admitiday deseada.

A mediadosdel siglo XIX seproduceun cambiode actitudy la sociedadse

atemorizaanteella, tratandodeocultarla.El tísico pasaa serun marginadosocialy

todo lo que de él emanaes consideradocomo contagioso.Con la aparición de

estadísticasfiables se demuestraque la tuberculosisno es, como se creía, una

enfermedadde ricos, sino que afectaespecialmentea la claseobreradebido a sus

rudimentariase insalubrescondicionesde vida. La enfermedadse convirtió en la

principal causade muerteenel hombreentre1850y 1900; ademásse comprobóque

el ganadobovino, asícomootros animales,podíanpadecerunaenfermedadsimilar

a la humana(McFadyean,1888).

En el primer congresosobre tuberculosisen París en 1888, se llegó a la

conclusióndequeel diagnósticodela enfermedaddebíabasarseenexámenesclínicos

y anatomopatológicos,así como en la demostracióno aislamiento del bacilo

tuberculosodeKoch. En estecongresoJeanAntoineVillemin comunicóla posibilidad

de transmisión de la enfermedadentre el hombre y los animales; pero su

comunicaciónfue recibidaconfrialdad al enfrentarsecon la opinión aúnsustentada

en la época,de la tuberculosiscomodiátesisy enfermedadhereditaria.Ya en aquel

tiempo se reconoció el peligro para el hombre al consumir leche de vacas

tuberculosas;y serecomendó,comomedidade profilaxis, el tratamientotérmicode

la lechey la retiradade las carcasasde animalestuberculosos.

Debido a la alarmantesituaciónde la tuberculosishumanaa principios de

siglo, muchosde los paísesdesarrolladosinstauraronprogramasde controlparaesta

enfermedad,lo cual supusoun descensosignificativo en la incidenciade la misma

durante los últimos 50 años. La tuberculosisha sido consideradacomo una

enfermedadde la pobreza,y el hacinamientoy las carenciasen la dieta han

contribuidoa la morbilidady a la difusión de la enfermedaden los paísesdel tercer
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mundo,en los quenuncaha dejadode serun importanteproblemasanitario.

Sin embargo hoy en día esta enfermedad,casi olvidada en los países

industrializados,estárecobrandodenuevoel centrode la atenciónmundial: lascifras

oficiales demuestranquela incidenciade la tuberculosisestáaumentandoa la largo *

y ancho del globo. Se estima que 1.700 millones de personas(un tercio de la

poblaciónmundial)estáninfectadasconel bacilo tuberculoso;deestos,60 millones -

padecentuberculosisde forma activa y cadaaño aparecen10 millones de nuevos

casos.El númerode muertospor estainfecciónsecifra en3 millonesal año entodo
$4

el mundo (Dawson1990; Bloom, 1992ay b). La tuberculosisesresponsablede más
del6 % del total de muertesentodoel mundoy setratade la enfermedadinfecciosa

quecausaun mayornúmerode defunciones. “5

La tuberculosises primariamenteun problema de los paísesen vías de -‘

desarrollo,en los que seregistranmásdel 95 % de los casosactuales.Sin embargo,
“5

en los últimos 5 años,la tendenciadecrecienteenlascifras deincidenciade los países —‘

desarrolladosha sufridounainversión.
rs

En los EEUU se ha encontradoun reciente aumentoen el número de

tuberculososdebidoprincipalmenteal crecimientoexponencialdel SIDA (Sunderam —

“5

et al., 1986; Bermejoet al., 1992). En Europaseha observadoun fenómenosimilar y rs.

el númerode casosactivoshaaumentadoenporcentajescifradosentreel 4 ~/o (Reino 4”

$4.

Unido) y el 33 % (Suiza) (Kaufmanny Van Embden,1993). La endemiaglobal de

HIV/SIDA ha tenidoun gran impactoen la situaciónactual de la tuberculosisy se ‘5

“5

estimaquea nivel mundial4,4 millones depersonasestáninfectadasala vez conM.

tuberculosisy 1-11V. Además,y debidoa los problemasquela quimioterapiaconlíeva
4’.

en estospacientes,han aparecidocepasmultiresistentesde M. tuberculosisque han
4’,

sidola causade infeccionesnosocomialesenhospitaleseinstituciones(Bloom,1992a

yb).

En los paísesindustrializados,y especialmenteen Europa,la emigraciónha

jugado tambiénun importantísimopapelen la difusión de estaenfermedad.

“5

$4:

“5:

Aunque la tuberculosisen el hombre está principalmenteproducidapor
‘4’

$4
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M. tuberculosis; otras especies,como M. bovis y M. africanum, puedenprovocar

procesospatológicosidénticosque constituyenun importanteproblemade salud

pública.

En 1888, Walley expresósu teoría de que la tuberculosisbovina podía ser

transmitidaal hombremedianteleche,productoslácteos,carneo directamentepor

contacto con animales infectados;proponiendo,como medida de control, que la

inspecciónde las canalessehiciesebajo supervisiónveterinaria.

En los EEUU,Ravenelen 1902 y Parken 1913, presentaronensendostrabajos

pruebasirrefutablesde la transmisiónde M. bovis del ganadoal hombre.Como

respuestaa sustrabajos,en1906 y despuésde constatarqueenaquelañoel 25 ~ de

las muertespor tuberculosisenhumanossedebierona M. bovis,secreóun Comité

FederalVeterinarioencargadode la inspecciónde la carne.Posteriormente,en 1917,

secomenzóconun programade erradicaciónde la enfermedadenel ganado,lo cual

no sehizo enEuropahasta1935, debidoengranpartea laserróneasideasdifundidas

por Koch de queel bacilobovinono eratanpatógenoy transmisiblecomoel bacilo

humano.

A principios de siglo empezarona ser frecuenteslas descripcionesde casos

clínicos de tuberculosis humana originados por M. bovis; asíMcFadyean,en 1902,

denuncióque la leche procedente devacastuberculosasera la causa de tuberculosis

intestinal en niños escoceses.En estemismo año, Ravenel fue el primero en aislar e

identificar una cepa de M. bovis de un niño muerto por meningitis tuberculosa; y

Griffith, en 1914, describió el primer caso bacteriológicamente confirmado de

tuberculosispulmonar por M. bovis.Rápidamenteseestablecióque M. bovisera capaz

de producir todos los cuadros clínicos de tuberculosis en el hombre.

En 1929 el 5 % de los casosde tuberculosis humana en el Reino Unido se

debían a M. bovis,esteporcentaje era del 30 % en los casosde niños menoresde 5

años. M, bovis era aislado con mayor frecuencia y en orden decrecientede: lesiones

en piel, lesiones cervicales, meningitis tuberculosas, lesiones en huesos y

articulaciones, tuberculosis génito—urinaria, y sólo en un 1-3 % de los casosen

procesosde tuberculosispulmonar (Cutbill y Lynn, 1944).En estosaños,la principal
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vía de infecciónpor M. bovis era la ingestión de leche,seguidapor la exposición

ocupacional (carniceros, lecheros etc...), por ello la enfermedad aparecía

preferentementeen localizacionesno pulmonares.

El papel de la leche como vehículo para la transmisiónde la tuberculosis

bovinaesconocidopor los veterinariosdesdehacemásde un siglo (Fleniing,1875).

La fuentehabitual de M. bovis en la leche es la infección mamaria,pero también

puedeocurrirporcontaminaciónconheces,descargasuterinas,polvo delestabloetc...

En EEUU la pasteurizaciónde la leche se recomendóen 1907, como medida

preventivade la tuberculosis;sin embargo,en gran partede Europa,existíaaúnun

grandebatesobre el papelinmunizantede la lechetuberculosa,debidoa la opinión

de algunossectoresmédicosde quela patogenicidadde M. bovisparael hombreera

menor que la de M. tuberculosis (Cobbett, 1917; Calmette,1936), y de que una

infección localizadapor M. bovis protegíade la muerte por tuberculosis(ley de

Marfan). *5

Se hanhechoestudiosrelacionandolas tasasde mortalidadpor tuberculosis

en humanosy las cifras de incidenciade tuberculosisbovina (Francis,1958; Sjogren

y Sutherland,1975); comprobándoseque sobre la población en general,la leche

tuberculosatiene realmenteun efecto inmunizantepero también un inaceptable

precioparaunaminoría.Porlo que,si la poblaciónrealmentenecesitatal inmunidad,

esmásadecuadoy seguroproporcionárselamediantela vacunaciónconBCG (bacilo

de Calmette y Guérin) (aunqueexistenseriasdudassobre la eficacia real de la

misma).
*55

Otra de las posibles vías de transmisiónde la enfermedades la carne

procedentedeganadoinfectado.Dadoquela carneesun alimentoquegeneralmente

secocinaantesde su consumo,no representaunagravefuente de infecciónparael

hombre.Aún asíexistenlas excepcionesdel peligroque entrañacomoenfermedad

ocupacionalparatrabajadoresde mataderosy manipuladoresde carne,ademásdel

riesgoparaaquellasculturasen lasquela carneseconsumecrudao poco cocinada.

Ruys en 1939 y Sigurdssonen 1945 demostraronla transmisión de la

tuberculosispor inhalacióndentrodelestablo,desdeel ganadoal hombre;y queera
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posiblela propagacióndeM. bovisentrehumanosporvía pulmonar.Estaafirmación

planteaaúncontroversiaaunquehansido publicadosvarioscasos(Coflins y Grange,

1987).

Debido al avancede las campañasde erradicaciónen animales,la incidencia

actual de casos de M. bovis en humanosha descendidoconsiderablemente.La

instauraciónde laspolíticasdedecomisode alimentosafectadosy de pasteurización

de la leche, hacenque los casosactualesde tuberculosishumanapor M. bovis

aparezcan,casi exclusivamente,como reactivacionesde antiguas infecciones. El

pulmóneshoy en día el órganomásafectado,seguidopor el tracto génito-urinario

y por linfadenitiscervicales(Yatesy Grange,1988), lo cual explica porquéocurren

aúnnuevasinfeccionespor M. bovispreferentementeenniños en contactoconestos

pacientes(Wilkins et al., 1986a). En estasituación, el hombre se convierteen un

importantereservoriode M. bovis para el ganadoy estastransmisioneshan sido

comunicadasen diferentesáreas:Suecia(Magnusson,1941), Inglaterra(Lesslieet al.,

1968), USA (Baldwin, 1968), Holanda (Huitema, 1969), Checoslovaquia(Rossi y

Dokoupil, 1969), Nueva Zelanda (Black, 1972), Canadá(Wigle et al., 1972) y

Alemania(Werner,1981).

La transmisiónde M. bovis del hombre al ganadoha originado brotes

explosivosde tuberculosisen diferentesrebaños.Sin embargo,los casosconocidos

de transmisiónde M. tuberculosisno parecenproducir enfermedadclínica en el

ganado, aunqueel microorganismopuede ser excretadopor leche. La vía más

frecuentede transmisiónde la enfermedaddesdeel hombrea los bóvidos espor

contaminaciónurinaria y fecal de las camas,pastosy alimentosde los animales,

aunquetambiénha sido comunicadala transmisiónpor vía aerógena.

La información epidemiológicaactual sobre el impacto de la tuberculosis

bovinaen la saludhumanasiguesiendobastantedeficiente,debidoen granpartea

queel diagnósticobacteriológicode la tuberculosishumana,selimita generalmente

a la baciloscopiadirecta. Incluso en los casosen los que serealizancultivos, no se

suelenteneren cuenta,en la rutina habitualde trabajo, las necesidadespeculiares
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para el aislamientoe identificación de micobacterias“fastidiosas” como M. boris

(Yatesy Grange,1988;Ritacoy deKantor, 1992).Por ello, la contribucióndeM. bovis

a las cifras de morbilidad y mortalidadtuberculosanuncaha podido ser calculada

deunamaneraestricta,y estosdatossecalculanmedianteextrapolaciónde pequeños

estudiosa las cifras mediasgenerales.

Existen trabajos aisladossobre la incidencia de estasinfeccionesen áreas

concretascomoArgentina,en la quelos porcentajesdetuberculosishumanapor M.

boris estánentreel 0,4 y el 6 % (Centragolo,1971; Barreray de Kantor, 1987).

Las cifras de aislamientode M. boris de humanosparael Reino Unido en la

décadade 1980 fueron del 1,9% de los casosde tuberculosis(Davies et al., 1984).

Aunqueen algunasregionesconmayor prevalenciadebovinos afectados,la cifra se

elevabaal 2,6 % (Wilkins et al., 1986ay b). En 1981,Collins y Yatesconfirmaronque

el 2,7 0/~ de los casosde tuberculosishumanaen el surestede Inglaterrase debíana

M. boris. Yates y Grangeen 1988, estimaronque en esa misma región, el bacilo

bovino eraresponsabledel 1 % detodoslos casosde tuberculosisy del 0,6 % de los
.4’

casosde tuberculosispulmonar.

A nivel globaly deacuerdoconlos datospublicadosporla PAHO/WHO (Pan

AmericanHealth Organization/WorldHealthOrganization)cada año en América

latina aparecen7.000 nuevoscasosde tuberculosishumanapor M. boris, lo que

representauna tasa de 2 casospor 100.000habitantes.Las cifras oficiales no son

demasiadofiables y la verdaderaincidenciapodría ser hastaocho vecessuperior,

sobretodoen paísesenvíasde desarrollo(de Kantor et al., 1991).

En zonasdeprimidasdel continenteafricano,la importanciade estazoonósís

se incrementacomo resultado de una serie de factores como son: la mayor

proximidadfísica entreanimalesinfectadosy humanos,el hechode queun 90 0/o de

la lechese consumasin pasterizary la altaincidenciade infecciónconHIV. Aún así

no se disponede datosglobalessobre la incidencia de M. boris en la población

humanade estasáreas.En un recienteestudiollevadoacaboen Egiptosecomprobó

queel 5 % de300micobacteriascultivadasa partir deesputoshumanoseranM. boris

(Elsabbanet al., 1992).
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Como resumenpuederesaltarseque la infección primaria por M. bovis en

humanosno escomúnen paísesdesarrolladosen los quela tuberculosisbovinaha

sido erradicada,aunqueaúnocurrenreactivacionespostprimariascon un potencial

real en la transmisiónde la infección,tanto a humanoscomo aanimales.La mayor

partede estoscasossedanenpersonasquenacieronantesde la finalizaciónde los

esquemasde erradicaciónen animales.En tiempospasados,los casosde infección

primariaporM. boviseranpreferentementede localizaciónnopulmonar,sinembargo

hoy endía,aproximadamenteel 50 % delasreactivacionesafectanal pulmón,lo cual

aumentalasposibilidadesdetransmisióndeM. bovisentrehumanos.La transmisión

entre pacientes1-11V positivos ha sido confirmada recientementeen un brote

nosocomialen un hospitalde París (Bouvetet al., 1993) y en nuestropaís(Gómez-

Mampaso,comunicaciónpersonal).

En los paísesen vías de desarrollolas infeccionesprimariasaúnrepresentan

un serio problemasanitario,y la situaciónseve empeoradacon la concurrenciade

enfermedadesinmunosupresorasque facilitan la transmisiónde M. bovis entre

humanos.

Por todoello esdedestacarquela tuberculosishumanapor M. bovis aúntiene

importancia,tanto en paisesdesarrollados,comoen paísesen víasde desarrollo,y

queesnecesariaunacontinuavigilancia de la misma,paralo queesdegranutilidad

contar con métodos rápidos y fiables para la diferenciación entre M. bovis y

M. tuberculosis.

La tuberculosisbovinaesconocidadesdeel siglo pasado(McFadyean,1888;

Smith, 1898) y hoy endíaaúntieneunagranimportanciaen la economíaagrariade

muchospaíses.Cuandoseestablecióla conexiónentrela tuberculosisen humanos

y el consumode lechecontaminadacon bacilostuberculosos,la mayorpartede los

paísesavanzadospusieronen marchacampañaspara la detecciónde animales

infectadosy la erradicaciónde la enfermedad.

La tuberculosisbovina no sólo tiene importancia por sus implicaciones

zoonóticassino tambiénporque origina ingentespérdidaseconómicasdebidasa
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mortalidaden los animales,a los decomisosen las canalesy a las pérdidasen la

producciónláctea.Cuandono seestablecenlas medidasde controladecuadaspara

estaenfermedad,los efectosen la economíay enla saludhumanaprogresanlenta y

constantemente.

En paísescon gran tradición ganaderacomo Argentina, las pérdidasen la

producciónde lecheen vacastuberculosasrespectoa vacassanassehancifrado en

un 180/o. Estaspérdidas son debidasprincipalmentea un retrasoen la primera

lactación, y a una disminución del número y duración de sucesivaslactaciones

(Nader y Husberg,1988). Un problemaañadidoes el cierre ‘de los mercadosde

exportacióna aquellospaísesque no esténlibres de la enfermedad.

Varios países,aúnutilizando las másmodernastécnicasdiagnósticasde las

que se dispone,no hanerradicadola enfermedaddebido a la existenciade fauna

salvajeque actúacomoreservoriode M. bovis. Comoejemplosde estasituaciónse

puedecitar a NuevaZelanda,cuyo reservorioes el possum(Trichosusvulpecula)o

GranBretaña,cuyo reservorioesel tejón (Melesnieles). Ademásen diversospaíses,

otrosanimalescomocerdos,jabalíes,ciervos,bisontes,búfalos,etc...,sehanmostrado

como posiblesreservoriosde la enfermedad. “5

La situaciónactual en la ComunidadEuropeasegúndatos de 1991 es la

siguiente:la enfermedadha sido erradicadaenDinamarca,Luxemburgoy Holanda.

Bélgica, Alemania, Francia, Gran Bretaña, Grecia y Portugal tienen indices de

prevalenciaen rebañosmenoresal 0,4 %, e Italia, Irlanda y Españamuestranaún

índiceselevadosde incidencia en rebaños(llegandoa ser en Españadel 10,8 %)

(Caffrey,1994). “5

$4

Enel casodeCanadála erradicacióntotal seesperaparadentrodepocosaños
*5.

(8 de sus 10 provinciasestánhoy en día libres de la enfermedad).En unasituación “5

$4.

similar se encuentranlos EEUU aunquecuentancon dos gravesproblemas:las
4’~

importacionesde ganado mejicano y la existencia de núcleos, recientemente —

descubiertos,de tuberculosisen cérvidosen cautividad(Esseyy Koller, 1994). $4

Enlos paísesdeAméricalatinay delCaribelascifras deincidenciaenrebaños Sr

“5

oscilanentreel 37 % de Argentinay el O 04, de Panamá(de Kantor y Ritacco,1994).

En esteáreael censode ganadose estimaen300 millonesde cabezas,de los cuales
*5

*5

$4

*5,

$4
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80 millones están en paísescon baja o nula incidencia,y los restantes220 se

encuentranen paísesconalta incidenciade infeccionespor M. bovis.

Australia fue consideradacomolibre de tuberculosisbovinaen 1992, aunque

durante1993 y 1995sedieronpequeñosfocos de la enfermedadenlugaresconcretos

queestánbajo unestrictocontrol (Cousins,1995 comunicaciónpersonal).En Nueva

Zelandaexistenaún zonasendémicasen las que la enfermedades mantenidaen

reservoriossalvajes(Tweddley Livingstone,1994).

En nuestropaís,la lucha contrala tuberculosisseinició con la promulgación

de la Ley de Epizootiasde 1952,tomandocarácterconla OrdenMinisterial del 24 de

mayo de 1965, por la que se establecióel Plan Nacional de lucha contra la

tuberculosis.En los últimos 10 años se ha conseguidorebajar la prevalenciade

tuberculosisdel 20 % al 1,6 0/ (1994). Sin embargo,estaprevalenciaresultaelevada

si se comparacon el restode los paísesde Europa(Tabla 1). Segúndatosde 1994,

14.189establos(el 5,7 % de los 249.815investigados)en Españafueronpositivosa la

intradermotuberculiización(IDTB) (Tabla2). Sechequearonel 67 0/o de los animales

censadosy el 16 0/~ de los animalessometidosa examenfue positivo (Tabla3).

En la actualidad(1994), la ComunidadAutónomade Madrid (C.A.M.) ocupa

el octavopuestoen el mapaautonómicoen cuantoal porcentajede positividadde

animalesa la intradernotuberculinización(1,14 %); si nos atenemosal númerode

rebañosinfectados,Madrid ocupael quinto lugar (13,5 %), estandoentrelas únicas

E regiones cuya tasa superael 10 %. Si se estudiala evolución temporal de la

enfermedad(Tablas4 y 5) seobservaquela disminuciónde la incidenciaha sido

paulatinay progresivaen los últimos añosy que nos estamosacercandoa una

situaciónasintótica.

En el año1995, los cálculosde las indemnizacionespor sacrificioascendieron

a 3.694 millones de pesetas,sufragadosen un 66,29 ~/o por el Ministerio de

agricultura,pescay alimentación(M.A.P.A.) y en un 33,71 ~ por las‘Comunidades

Autónomas(CC.AA.). Estacantidadsupusoel 49,5%del total de lasindemnizaciones

por sacrificio de las campañasde saneamientode enfermedadesinfecciosasen

España.En el caso de la C.A.M. los gastospor indemnizacionesascendierona
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45.700.000 pesetasde las cuales16.815360 fueron aportadospor la comunidad

autónoma.

También en 1995, los gastosde ejecuciónde la campañade tuberculosis

sumaron1.478 millonesdepesetas,repartidosentrelasCC.AA. (1.441millones) y el

M.A.P.A. (37 millones). En el casode la C.A.M. los gastosde ejecuciónfueronde

18.000.000 pesetasde las cuales 17.638.050 fueron aportadaspor la comunidad

autónoma.

Los gastostotales(indemnizacionesmásejecución)estimadosparaEspañaen

1996 se cifran en 3.650 millones de pesetas.

Comoconclusiónpuedeseñalarseque la erradicacióntotal de la tuberculosis

en Españaserámuy lenta si no se tomanmedidasadecuadas,con el consiguiente *5.

$4peligro de revertir a situacionesanteriores.Es por ello muy necesariala aplicación
$4’

de las últimastécnicasdiagnósticasdisponiblesparadetectarun mayor númerode

animalesinfectadosy hacerlomásprecozmente,asícomola realizaciónde unmapa

epiderniológiconacionalde las cepasdeM. bovis,lo cualposibilitaríala identificación

del origen de los brotesy el seguimientoepidemiológicode los mismos.

*5’

*5>

$4.

$4’

*5’

4’:

*5

‘*5,

$4

$4

$4

$4

a



13

Tabla 1. Prevalencia de tuberculosis en rebaños en países miembros de la
Comunidad Europea,en 1991. (Caffrey, 1994).

Prevalencia en rebaños (%)

Dinamarca,Luxerburgo,Holanda o

0,01

0,024

0,12

0,15

0,31

0,35

3,71

8,8

10,8

Tabla 2. Prevalencia de la tuberculosis en rebaños en España. (Situación de la
Sanidad Animal en España, Secretaría General de Producciones y Mercados
Agrarios del M.A.P.A., 1994).

Año Establos

investigados

Establoslibres Establos

libres (%>

1990 247.313 220.674 89,2

1991 261.050 236.962 90,7

1992 255.096 236.067 92,5

1993 248.875 234.169 94,1

1994 249.315 235.626 94,3

Introducción

País

Bélgica

Alemania

Portugal

Reino Unido

Grecia

Francia

Italia

Irlanda

España
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Tabla 3. Prevalenciade la tuberculosisen ganadovacunoen España. (Situación de
la Sanidad Animal en España, Secretaría General de Produccionesy Mercados
Agrarios del M.A.P.A., 1994).

Animales

investigados

2.652.878

3.217.042

3.060.270

3.384.637

3.531.940

Animales

positivos

98.006

118.363

65.415

58.162

57.447

Animales

positivos (%)

3,7

3,7

2,1

1,7

1,6

Tabla 4. Prevalenciade la tuberculosis en rebaños de ganadovacunoen la C.A.M.
entre 1991 y 1994.

Año Número de rebaños

investigados

Número de

positivos

Positivos

(%)

1991 1.387 450 32,4

1992 1.621 482 29,7

1993 1.224 301 24,6

1994 1.221 165 13,5

Tabla 5. Prevalenciade la tuberculosis en ganadovacuno en la C.A.M. entre 1991
y 1994.

Año Número de animales

investigados

Número de

positivos

Positivos

(%)

1991 47.910 2.164 4,51

1992 56.818 2.154 3,79

1993 48.659 1.102 2,26

1994 45.800 520 1,13

Año

1990

1991

1992

1993

1994

Animales

censados

5.126.000

5.063.000

5.122.000

5.059.000

5.217.000
“5

“5.

—5

-5

$4

$4-
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1.2 SISTEMÁTICA DEL GÉNERO Mycobacterium

Las micobacteriassonmicroorganismosdemorfologíabacilar,difícilesdeteñir

mediantela tinción de Gram (aunqueestructuralmenteconsideradoscomo Gram

positivos), con un elevadoporcentajede G-s-C (Guanina-Citosina),aeróbicos,no

esporulados,inmóviles y conla propiedadde ser ácido alcohol resistentes(una vez

teñidos resistenla decoloracióncon alcoholesacidificadosy con ácidosminerales

fuertes). Pertenecena la familia Mycobacteriaceae,que posee un sólo género:

Mycobacterium.

En los primeros tiemposde la Micobacteriología,las micobacteriasfueron

divididasen aquellascapacesde causartuberculosisy quepuedentransmitirseentre

sushospedadores,y aquellasque sonambientaleso saprofitas(Runyon,1959). Este

último grupo ha sido denominadode múltiples formas como: micobacteriasno

tuberculosas,atípicas,anónimas,intermedias,ambientalesu oportunistas.

Desdeentonceslas micobacteriashansido clasificadasen diferentesespecies

según infinidad de esquemasque se basanen su velocidad y temperaturade

crecimiento, patogenicidad, características del crecimiento (pigmentación y

característicasde las colonias), morfología, y reacción en diferentes pruebas

bioquímicasy de sensibilidada drogas(Runyon,1959; Bónicke, 1962; Bojaliil et al.,

1962; Runyonet al., 1974; Marks, 1976;Jenkinset al., 1982).

Aunque aún no hay un sistemadefinitivo para la clasificacióncomúnpara

todos los investigadores,hay una lista de especiesreconocidasde micobacterias

(Skermanet al., 1980).

Másrecientementesehanhechonumerosísimosestudiosparaidentificara las

micobacteriasmediantetécnicasde inmunoelectroforesis(Roszmanet al., 1968),

inmunodifusión(Stanford, 1973), inmunofluorescencia(Gilmour y Angus, 1976),

cromatografíaen capa fina (Jarnaginet al., 1983), ELISA para los antígenos

glicolipidicos (Yanagiharaet al., 1985),cromatografíalíquido-gas(Tisdail et al., 1982)

y reacciónencadenade la polimerasa(PCR)(Rogalíet al., 1990b;Béddinghauset al.,

1990;Vaneechoutteet al., 1993),siendoestasúltimas lasmásutilizadasy extendidas

en la actualidaddebidoa su especificidad,simplicidady rapidez.
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1.3 CARACTERISTICAS DE LOS MIEMBROS DEL COMPLEJO Mycobacterium

tuberculosis, rs

“5

*5’

1.3.1 Sistemática de las micobacterias de! complejo M. tuberculosis —

$4

“5

El ComplejoM. tuberculosiscomprendea las especiesM. tuberculosis (bacilo

tuberculosohumano),M. bovis (bacilo tuberculosobovino), M. africanurn (grupo

heterogéneode cepas encontradasprincipalmenteen Africa ecuatorial y con

propiedadesintermediasentreambostipos),M. boris BCG (cepavacunalderivadade

M. boris) y M. microti (bacilo tuberculosode roedoresy pequeñosmamíferos).

Ademásocasionalmenteseaíslanmiembrosdelcomplejoqueno seajustananinguna

de las especiesseñaladas(ejemplo “bacilo defocas”, Cousinset al., 1990>.

Como se comentóanteriormente,el bacilo tuberculosofue descubiertopor

Koch en 1882 y fue mástarde,en 1896, designadocon el nombredeMycobacterium

tuberculosispor Lehmanny Neuman.DurantemuchosañosM. tuberculosisincluyó a

los tipos humanoy bovino del bacilo. M. tuberculosiscausainfecciónen el hombre,

aunquetambiénha sido descritoen perrosy gatos(Aranazet al., 1996) y en otros

animalesen contactocon humanosinfectados.

El “bacilo bovino” fue aisladopor primera vez por Smith en 1896,siendoél

quien introdujo la nomenclaturade M. tuberculosistipo humanoy bovino. El tipo

bovino fue denominadoM, tuberculosistypus bovinuspor Lehmanny Neumannen

1907, aunqueno fue oficialmentereconocidoy publicado hasta 1970 (Karlson y

Lessel,1970). Sr’

mt

M. boris BCG esunavarianteatenuadade laboratoriode M. boris producida

por Calmettey Guérinen 1908. Sr’

M. africanum fue descritocomo unanuevaespeciepor Castetset al. en 1969

y tiene importanciacomo productor de la tuberculosisen el continenteafricano.

Causainfeccionesprincipalmenteenel hombrey en los primates(Thorel, 1980)

M. microti o “role bacillus” fue descritopor primeravez por Wells y Oxen en

1937 y denominadocomo tal por Breed et al. en 1957, esta especie afecta

principalmentea pequeñosroedores(Wells y Robb-Smith,1946;Smith, 1960;Cousins



Introducción 17

et al., 1994) y aunquesehancomunicadoinfeccionesenun gato, cerdos(Huitemay

Jaartsveld,1967) y llamas(Pattynet al., 1970), no esconsideradopatógenopara el

hombre.

Aunque estasespeciespuedenser diferenciadasentre si por un limitado

númerode pruebasfenotipicasy por sus característicasepidemiológicas,estudios

taxonómicosbasadosen la relaciónentreantígenossolublescitoplásmicos,y en la

homologíaentrelos ADN, indican claramenteque los integrantesde estecomplejo

son realmentemiembros de una única especie.Así por ejemplo, estudios de

homologíaADN-ADN hanreveladoque no existendiferenciassignificativas entre

ellas, presentandoporcentajesde homologíaentreel 85 y el 100 O/o (Bradley, 1972;

Baess,1982; Imaeda,1985). Por ello existe un considerabledebateen torno a esta

clasificacióny algunosautorescreenmásapropiadoclasificarloscomovariedadeso

subespeciesde M. tuberculosis(Grange,1979; Collins y Yates,1982; Imaeda,1985).

Rogall et al. en 1990ay b, despuésde secuenciarel ADN quecodifica parael

ARN 16Svieronqueno existendiferenciasenlassecuenciasde lasdistintascepasdel

complejo.Más aún,en un recienteestudio,seencontrótrasla secuenciaciónde los

espaciadoresinternostranscritos(ITS) entrelos ADN ribosómicos16Sy 23S, queno

existían diferencias entre las especiespertenecientesal complejo M. tuberculosis

(Frothinghamet al., 1994).

Estos hechosapoyanla tesisde quela definición de especiesdentro de este

complejoesalgoinfundamentado,sin embargolasdiferenciasepidemiológicasy de

patogenicidadexistentesentreellas, hacenqueseaprácticomantenerla separación

de las mismas.

1.3.2 Morfología y tinción

Los microorganismospertenecientesa estecomplejoson consideradoscomo

Grampositivos(a pesardesudificultadparateñirseporestemétodo),ácido-alcohol

resistentes,generalmentecon forma bacilar (aunque pueden adoptar formas
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pleomórficas) y con un tamaño aproximado de 1pm x 3-6 pm. Es frecuente

encontrarlosen formaciones serpentiformessemejantesa cuerdas,que pueden

evidenciarsepor microscopiadespuésde la tinción medianteel métodode Ziehl-

Neelsen.

Poseenuna paredcelular muy gruesa(Draper, 1982), característicade este

géneroy con unaestructurade 3 capasquecomprende:

1)Unacapabasaldepeptidoglicano(compuestoporácidoN-glicosil niurámico

y N-acetil glucosamina)

2) Una capa intermedia compuesta de complejos ácido micólico-

arabinogalactanos(mantienenestablela uniónde la mureinainternaconla envoltura

externade ácidosmicólicos).

3) Una capaexternarica en depósitoslipídicos [micósidos,cord factor (6,6-O

dimicoltrealosa),sulfoliípidos,etc...] (Imaedaet al., 1968).

Rastogui et al. en 1986 describieronotra capa adicional compuestapor
4’,

polisacáridosacídicos.

Minnikin en 1991 propusoun modeloestructuralparala fracción lipídica de

la paredmicobacteriana.Este autor proponela existenciade una matriz de ácidos $4

micólicos (unida a los arabinogalactanos)a la cual seasociancovalentementetoda ‘4’

‘4>

unavariedadde complejoslipídicos libres (desdelos tioceroleso cerasno polares, $4

pasando por los glicolípidos fenólicos, hasta los glicopéptidolipidos y los
$4

lipooligosacáridosmuy polares).La matriz de ácidosmicólicosseestructuraa suvez
$4’

en4 subcapas:la barreraestructuraldepermeabilidad,la regióndeunionesparalelas,
4’.,

la región de interacciónhidrofóbicay la región hidrofílica exterior.
$4.

$4,,.

‘45

El pesosecode la paredcontienemás de un 60 % de lípidos (Kotani et al.,
$4

1959),siendoestafracción lipídica la responsablede la propiedadde ácido-alcohol —

$4.

resistenciade las micobacterias(Harada,1976); ésta consisteen la capacidaddel
$4.

materiallipídico paraformar complejosestablescon ciertos colorantessolublesen
Srlípidos,y estoscomplejosno se decoloranmedianteel tratamientocon mezclasde
mt.alcoholesy ácidosocon ácidosminerales.Estapropiedadsedemuestramediantelas

$4,

4,
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tinciones de Ziehl-Neelsen(Carleton, 1967) o mediantetinción con auraminaO

(Winblad y Duchek,1973).

Las micobacteriasdifieren de otros actinomicetosposeedoresde ácidos

micólicos (ácidos grasosde elevadopesomolecularque poseenun hidroxilo en

posiciónbetay unaramificaciónen posiciónalfa) en la complejidadde los tipos de

ácidosmicólicospresentes;lasmicobacteriassonlos únicosmicroorganismoscapaces

de sintetizarácidosmicólicosde 60-90 átomosde carbono,conteniendosólo una o

dos insaturacionesy diferentesfuncionesoxigenadasen su molécula.Esto permite

queel análisisde estoslípidos mediantetécnicascromatográficas[cromatografíaen

capafina (Jenkins,1981),cromatografíadegases,etc...] seaútil en la identificaciónde

múltiplesespeciesmicobacterianas.Sehacomprobadotambiénquela longituddelas

cadenasde ácidosmicólicosestáíntimamenterelacionadaconla capacidaddeácido

alcohol resistencia.

1.3.3 Característicasde cultivo

Son microorganismosde crecimientolento, con una temperaturaóptima de

crecimientode unos3TC,no pigmentados,y aeróbicoso microaerofflicos(segúnla

especie).Como el resto de las micobacterias,son microorganismosácido-alcohol

resistentes,lo cual es aprovechadoparala descontaminaciónde las muestrasantes

de su siembra.Debidoa su lentavelocidadde crecimiento,las micobacteriasserian

‘ahogadas’ por el crecimientode otros microorganismossi las muestrasno fueran

tratadaspara destruir a las bacteriasy hongos acompañantesque puedenestar

presentesen las muestrasqueserecibenparacultivo.

Parasu aislamientoprimario son necesariasentre3 y 5 semanas,aunqueen

algunoscasospuedallegara 4 meses.Sehacomprobadoqueespeciesbacterianascon

unavelocidadde crecimientomucho másrápidaquela de lasmicobacteriasposeen

en su genoma múltiples copias de los genespara el ARNr (ARN ribosómico).

Bercobier et al. en 1986 determinaronque las especies de micobacteriasde

crecimientorápido poseían2 copias de estos genesmientrasque las especiesde
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crecimientolento sólotienenunacopiadel gen. Paraestosautoresel bajo númerode

copias en los genespara el ARNr podría ser la causade la lenta velocidadde

crecimiento.

Estosmicroorganismostienenrequerimientosnutritivos complejosy por ello

necesitanpara su cultivo mediosenriquecidos.

Se han descritovarios medios de cultivo sólidos paralas micobacteriasdel

grupo tuberculoso,todosellosconformulacionescomplejasdenutrientes.Entreellos

se incluyenlos mediosconbasedehuevo[Lówenstein-Jensen(Jensen,1932),Coletsos

(Coletsos, 1971), y Stonebrink(Stonebrink,1958)], y los medios con basede agar;

dentro de estos últimos estánaquellosenriquecidoscon albúmina sérica bovina

[Middelbrook 7H10 (Dubos y Middelbrook, 1947),Middelbrook7H11 (Gallaghery

Horwill, 1977)],y aquellosenriquecidosconsangrebovina[B83(Cousinsetal., 1989)].

Pareceser quela albúminaesun componenteesencialparael metabolismode

los lípidos en las micobacterias(Davis y Dubos, 1946, 1947),y que el dióxido de

carbonotiene un efectoestimulanteen el crecimientode estos microorganismos

(Horwitz y Gultiz, 1974).

M. boris crece pobrementeen medios glicerinados (Karlson, 1940) y su

crecimientose inhibe con concentracionesde glicerol superioresal 0,5 “/~ (Runyon,

1970).Sin embargo,seha comprobadoqueconcentracionesdepiruvatosódicoentre

el 0,2-0,4% favorecensu crecimiento,al igual que el de M. africanum (Cohnet al.,

1968). M. tuberculosis y M, microti, sin embargo crecen mejor en medios

suplementadoscon glicerol (20 mill). Estas característicastienden a cumplirse,

aunqueexisten cepas que no muestranpreferenciapor el sustrato(glicerol o

piruvato).
*5’

En cuantoalas característicasdel crecimientoen medios sólidos, iv!. boris

presentaun crecimientodisgónicoapareciendoenforma decoloniasplanasdehasta

3 mm de diámetro,de coloracióny aspectocerosoy con aparienciarugosade su

superficie.M. tuberculosispresentasin embargoun crecimientoeugóitcoapareciendo

en forma de coloniaspiramidalesde gran exhuberancia(Royal Commission,1911).

La morfologíade las coloniasde M. ¿{fricanum y M. microti es muy variableentre
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cepas.Estascaracterísticasno sonconstantesy diferenciarentreespeciesporellases,

en la granmayoríade las veces,inviable.

Tambiénseutilizan medioslíquidosparael cultivo de estosmicroorganismos

[Kirchner (Mitchisonet al., 1973)] y sehacomprobadoqueel crecimientosefavorece

con la agitación de los cultivos (Bowles y Segal, 1965). Además la adición de

surfactantescomo el Tween 80 (mono-oleatode polioxietilen sorbital) o como el

Triton X (fenoxi polietoxietanol) a los medios liquidos, mejora la velocidad de

crecimientoya queprevienela agregaciónde las células(Mallmanny Lippe, 1961).

El sistemaliquido decultivo BACTEC,queutiliza unsustrato(ácidopalmítico)

marcadoradioactivamentecon ‘4C (Park et al., 1984), seha utilizado con éxito para

el cultivo de M. tuberculosisa partir de muestrashumanasy para el cultivo de

M. bovis (Neilí et al., 1986), M. paratuberculosis(Damatoy Collins, 1990) y M. avium

(Webery Naumann,1992), a partir de tejidos animales.Estemétodode cultivo se

basaen la medidade la conversióndel substratomarcadoen CO
2 marcado,el cual

esextraídodel vial registrándosesuactividadcomoun índicede crecimientoenuna

escalanumérica.

Hansidodescritosprocedimientosparala diferenciaciónentreM. tuberculosis

y M. bovis , basadosen pruebasde inhibición selectiva del crecimientousando

métodosradiométricos(Grossy Hawkins, 1985).

Estosmétodosradiométricosrequierenun equipomuy costoso,ademásdel

manejode radioisótopos,por lo quesu uso estálimitado.

1.3.4 Identificacióntradicionalde las micobacteriasdel complejoM. tuberculosis

La identificación de los aislados micobacterianos se ha basado

tradicionalmenteen característicasmacroscópicascomo velocidad de crecimiento,

producciónde pigmentos,morfología de las colonias y en pruebasbioquímicas

convencionales(Vestal,1975)talescomoproduccióndeniacina,reduccióndenitratos,

hidrólisis del tween 80, crecimiento en presenciade la hidracida del ácido 2

tiofenocarboxílico(TCH), actividadarilsulfatasay ureasa.
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Las pruebasmás útiles en la diferenciaciónde M. tuberculosis,M. boris y

M. africanum son: capacidadpara la reducción de los nitratos (Virtanen, 1960),

preferenciapor el oxígeno(aeróbicoso microaerofflicos>,susceptibilidada la TCH

(hidracidadel ácido 2-tiofenocarboxílico)(Yates y Collins, 1979) y susceptibilidada

la piracinamida(Konnoet al., 1967).El comportamientode las cepasencadaunade

estaspruebasseresumeen la Tabla 6. —

Otra pruebainteresanteesla producciónde niacina(Konno,1956), la cual es

variable en alguna de las cepasy por ello no es tan discriminativa como las

anteriores.

El casodeM. africarzunzmereceunaespecialatención,éstefue descritocomo

unanuevaespecieporCastetset al. en1969, estosautoressugeríanquese tratabade

un grupo fenotípicamenteintermedioentreM. tuberculosisy M. boris. David et al. en

1978 en un extensoanálisismediantetaxonomíanuméricade cepasde M. africanum

procedentesde diversasáreasdel continenteafricano, concluyeronque las cepas

africanasno llenabanla discontinuidadfenotípicaexistenteentreM. tuberculosisy M.

boris, sino que se agrupabano con el taxónde M. tuberculosiso con el de M. boris.

Esta sirnilaridad con una u otra especie dependíaprincipalmentedel origen

geográficode los aislados;de forma que la mayoríade las cepasprocedentesdel

oestedeAfrica, seasemejabana M. boris en suscaracterísticasfenotípicas,mientras

que las cepasde las regionesdel este se asemejabana M. tuberculosis (aunqueal

integrar estas cepas en este taxón se incrementaba considerablementela

heterogeneidaden el mismo). Los mecanismosque originan esta inestabilidad

genéticaen las cepasafricanasson aúndesconocidos.
$4

La identificaciónbioquímicaesextremadamentelentay tediosa(puedellevar

hasta3 mesesdespuésdelaislamientoprimario),precisala obtenciónde crecimiento

suficiente de la cepaa identificar pararealizaruna bateríade pruebas(lo cual no

siempreesfácil enespeciesde crecimiento ‘fastidioso” comoesel casode M. boris),

e implica la utilizacióndereactivospeligrosos(Ej. bromurodecianógeno,necesario

para la pruebade detecciónde niacína).
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TABLA 6. Diferenciación de especiesdel complejo M. tuberculosis.

Especie Variedad TCH NO3 02 PZA

M. tuberculosis Humanaclásica Res Pos Aer Sens

HumanaAsia Sens Pos Aer Sens

M. africanum Tipo 1 Sens Neg Mic Sens

Tipo II Sens Pos Mic Sens

M. bovis Bovina clásica Sens Neg Mic Res

BCG Sens Neg Aer Res

TCH: sensibilidada la hidracidadel ácido 2-tiofenocarboxilico

NO3: capacidadde reducciónde los nitratos

02: preferenciapor el oxígeno(aeróbicoo microaerofílico)

PZA: sensibilidada la pirazinamida.

1.3.5 Determinantesantigénicos

Antígenos (Ag) son aquellassustanciascapacesde inducir una respuesta

inmune. Los antígenosmicobacterianospuedenser proteínas,glúcidos, lípidos o

combinacionesentreellos; puedenformar parte de la pared celular, membrana

citoplásmica,matriz citoplasmática,ribosomas,metabolitosy enzimas.

Pueden establecerse4 grupos dentro de los antígenosmicobacterianos

(Stanford,1983):

Grupo 1. Antígenoscomunesa todos los microorganismospertenecientesal

géneroe inclusoa algunospertenecientesa los génerosNocardia y Corynebacterium.

Puedenserproteínas(ribosómicasodelcitoplasma),glicolípidos(dela paredcelular)

o polisacáridos (de la pared celular), siendo estosúltimos los más importantes del

grupo.

Grupo II. Antígenoscomunesa las especiesde crecimientolento (complejos

23



‘44’

Introducción 24

M. tuberculosis y M. avium-intracelulare),aún no han sido atribuidos a ninguna

estructurade la bacteria.Son capacesde inducir respuestainmunedebasecelulary

estánpresentesengrandesproporcionesen losderivadosproteicospurificados(PPD)

procedentesde los filtrados de los cultivos. Son los responsablesde las reacciones

cruzadasentrelas PPDdeM. avium y M. bovis.

GrupoIII. Antígenoscomunesa todaslas micobacteriasdecrecimientorápido.

GrupoPV. Sonlos antígenosespecie-específicos,casitodosellossonproteínas

(Dienna et al., 1968). Son los que más contribuyen a las reacciones de

hipersensibilidadretardaday la hipersensibilidada estosantígenosesresponsabledel 4’

dañotisular.
4’

4’

La mayoría de los antígenosidentificadoshastael momentoson antígenos

compartidosentretodoslos miembrosdel complejoM. tuberculosis.A continuación,

y en orden decreciente de peso molecular, se describen los antígenosmás

representativosencontradoshastahoy dentrode estecomplejo:

$4

1) Ag 71 kDa (Garcíaet al., 1989): se trata de un miembrode la familia de

proteínasderespuestaal stresstérmicohsp70.Lasproteínasdestressmásimportantes

en el complejoM. tuberculosisson el Ag 71 kDa, Ag 65 kDa, Ag 19 kDa y el Ag 12

kDa. Las proteínasde stressbacterianasy humanasmuestranun alto grado de

identidaden sussecuenciasy representanunaproporciónsignificativa del total de

proteínas presenteen las células vivas. Su función primaria es actuar como

mediadoresen la traslocaciónde otras proteínasdentro de la célula, dada su

actividadcomoproteínascapacesde unir aotras cadenaspolipeptídicas.Su síntesis

y por consiguientesusnivelesestánsujetosa regulaciónenrespuestaaunavariedad

de estímulosambientalesentrelos quedestacanlos incrementosde temperatura.Se

creequeexisteunarelaciónentreestasproteínasy la capacidadde supervivenciade

las bacteriaspatógenasdentrode los hospedadoresmamíferos.

Pareceser que estasproteínasson inmunógenasdurantela infección con

bacteriasvivas,pero sin embargono son capacesde inducir respuestadurantela

inmunizaciónexperimentalconbacteriasinactivadaso extractosbacterianos(Young
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y Garbe, 1991a).El Ag 71 kDa tieneun alto gradode homologíacon las proteínas

hsp7Ohumanas,y las respuestasinmunesfrente al mismoestánimplicadasen los

mecanismosde toleranciay en la inducciónde respuestasautoinmunesasociadasa

la infecciónpor micobacterias.

Algunos autoreshancomprobadoque estasproteínas,en especialel Ag 71

kDa, son capacesde actuarcomoportadoresdeotros antígenosparala inducciónde

la formaciónde Ac frente a antígenossintéticosen ausenciade adyuvantes,esta

estrategiade vacunaciónpuedeser utilizadaen humanos(Perrautet al., 1993).

2) Ag 65 kDa (Thole et al., 1988): setrata de unaproteínainmunodominante

expresadaenM. tuberculosis,M. bovis BCG y M. le’prae. Estudiossobresecuenciación

de los genesen las tres especies,muestranque la proteínaesidéntica en las dos

primerasy quehay unadiferenciaen24 aminoácidosparala proteínade 65 kDa de

M. leprae. La secuenciaciónposteriorde los genesparaestaproteínaenotrasespecies

micobacterianasmuestranaltashomologíasentreellasaunquesehanpodidodetectar

secuenciasespecieespecíficasdentrodel gen.

Este antígenoparecejugar un papeldominanteen la respuestainmunea las

micobacteriasya queun grannúmerode clonesmurinosde linfocitos 1 así comode

Ac monoclonalesmurinosreaccionancon ella. Se ha comprobadoque en un alto

porcentajede individuos inmunizadoso infectadospor micobacteriasse detectan

tantoAc comocélulasT reactivasfrenteal Ag 65 kDa, yqueenun cierto númerode

individuossanosexistenrespuestastantohumoralescomocelularesfrentea esteAg.

Parececlaro que en las diferentesPPDs,así como en un gran númerode

micobacteriasestudiadas,existenantígenosque muestranreaccionescruzadascon

algunosAc monoclonalesfrente al Ag 65 kDa. Este Ag esmiembrode unafamilia

de proteínasantigénicamenterelacionadas(antígenocomún)presenteen másde 50

especiesbacterianas,y pareceser queesteAg comúnjuegaun importantepapelen

la estabilidaddel ARNm y en la regulaciónde la respuestabacterianaal stress

ambiental.De Bruyn et al. en 1989 encontraronque los nivelessecretadosde esta

proteína se incrementabanconsiderablementecuando las micobacterias eran

cultivadasen mediosdeficientesenZn2~.
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Varios autoreshan demostradoque el Ag 65 kDa de M. tuberculosises

reconocidoespecíficamentepor Ac anti-lactoferrinahumana(Esaguyet al., 1991).La

existenciade estas reaccionescruzadas podría intervenir en la formación de

autoanúcuerposy de inmunocomplejos frecuentes durante la enfermedady

responsablesde dañostisulares.La apariciónde estareactividadcruzadapersiste

durantealgúntiempodespuésde la muertede la micobacteriaenel hospedador.En

1993, Peetermanset al. demostraronque el Ag 65 kDa es capazde activar a los

macrófagosperitonealesmurinos,de forma quesu capacidadmicrobicida in vitro se

ve incrementadaconsiderablemente,inhibiendo la proliferación intracelular de

diversospatógenos.
‘4’

4’

3) Ag 60 (Cocito y Vanlinden, 1986): este Ag es el principal componente

inmunógenotermoestablede las PPDs. Se trata de un complejo lipopolisacárido-

proteínaencontradoen el citoplasmamicobacteriano,está presenteno sólo en el

géneroMycobacteriumsino tambiénengénerosrelacionadoscomoCorynebacteriumy

Nocardia. EsteAg esaltamenteinmunogénicoy seha comercializadounELISA (Anda

Ib, Anda Biologicals) para la detecciónde IgGs frente al mismo aunquecon

resultadospocoesperanzadores.

*5

4) Ag 39 kDa o Ag 5 (Daniel y Anderson, 1978): se trata de una glicoproteina

muy relacionadacon el Ag 38 kDa, es especificopara M. tuberculosisy M boris,

aunqueseha visto que no es más específicoen la inducción de hipersensibilidad

retardadaque la PPD.
*5,

*5

5) Ag 38 kDa, proteína b o Pab (Young et al., 1986): es una lipoproteina

(Youngy Garbe,1991b)específicadeM. tuberculosisy M. boris queposeeun péptido

señal,y queessecretadadesdeel citoplasmade la célulaintactadurantelos estadios

inicialesde la infección. Debido a la existenciade unacola lipidica sela atribuyeun

papelfuncional enel transportedenutrientesa travésde la paredcelular (Young y

Garbe,1991b),ademásestárelacionadaconel metabolismodel fosfato (Andersenet

al., 1990).
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Seha visto que los linfocitos T aisladosde animalesinmunizadosproliferan

cuandosoncultivadosenpresenciadeFabpurificada(Kadival et al., 1987; Younget

al., 1986), y que un alto porcentajede humanosque sufren tuberculosisactiva

desarrollananticuerpos(Ac) anti-Pab.

Estaproteínaposee2 epítoposreconocidospor los Ac monoclonalesTB71 y

TB72; estosepítoposseexpresanmucho más intensamenteen M. tuberculosisqueen

¡VI. bovisy, bajo ciertas condiciones,estosAc monoclonalespuedendiferenciar entre

ambasespecies(Coatesetal., 1981).Estosdos epftoposno serepitenenningunaotra

especiedelgéneroMycobacterium.Andersenetal. en1986desarrollaronun anticuerpo

monoclonal(HYT 28) frente a la glicoproteina38 kDa, el cual era similar al TB72

desarrolladopor Coateset al. en 1981; ambos monoclonaleseran de la misma

subclasey reaccionabancon la misma proteína,aunquesegún los hallazgosde

Andersenet al., estemonoclonalreaccionabaconM. tuberculosisy conM. bovisBCG

con lo cual la especificidaddelmonoclonalno esexclusivade M. tuberculosiscomo

indicaron Coateset al. Otros estudios(Morris e Ivanyi, 1985) revelaronque los

monoclonalesTB71 y TB72 no reconocíana M. bovis cuandoel antígenoerafijado en

la placaen soluciónacuosa(fijación húmeda)y sin embargo,si queera reconocido

cuandoel antígenoerafijado sin soluciónacuosa(fijación seca).

Kadival y Chaparasen 1987 demostraronqueel Ag 38 kDa contieneepítopos

específicos(para M. tuberculosisy M. bovis) detectablespor serología,pero que

tambiénposeeepítoposno específicosquemuestranreaccionescruzadascon otras

micobacterias(M. intracelulare, M. kansasii)enpruebasparala inmunidadcelular.

La especificidadde esta proteínapara las micobacteriasdel complejo M.

tuberculosisfue estudiadapor PCR(Sjóbring et al., 1990).

6) Ag 32 kDa, P32o Ag 85 A (Borremanset al., 1989):setratade unaproteína

abundantementesecretadaenel sobrenadantede los cultivosdeunaampliavariedad

demicobacterias,y pareceserun importanteestimuladorde la inmunidadcelulary

humoral.Es unaproteínamuy inestabley por ello su concentraciónesmayoren los

sobrenadantesde los cultivos jóvenes,De Bruyn et al. en 1989 demostraronun

incrementoenel nivel desecrecióndeestaproteínacuandolos cultivosserealizaban
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encondicionesde deficienciadeZn2~. Estudiossobrelas secuenciasdeADN paraeste

Ag muestranun 73.8 % de homologíacon el Ag alfa o MiPB 59 o Ag 85 B (Wiker et

al., 1986).

En un 70 % de los pacientestuberculososse encuentrannivelesaltosde IgO

frente al Ag 32 kDa; ademásestaproteínatambiéninducerespuestaespecíficaen los

ensayosde proliferación de linfocitos y producciónde interferón en individuos

tuberculososo PPDpositivos.En variosestudiosseha constatadoqueestaproteína

poseeunamarcadacapacidadparaestimulara lascélulasT (Andersenet al., 1991b).

Mediante la amplificación de un segmentodel gen que codifica para esta

proteínase ha comprobadosu especificidadparael géneroMycobacteriutn y se ha

detectadosu presenciaentodaslas especiesde micobacteriasestudiadas,exceptoen

algunascepasde M. avium , M. gordonae, M. malmoense(Soini et al., 1992).

7) Ag 30 kDa, MPB 59, Ag alfa oAg SSB (Wiker et al., 1986):es unaproteína

quemuestraunaaltahomologíaconla anterior,aunqueexistensuficientesdiferencias

en su secuenciacomopara originar variabilidadantigénicaentreambas.EsteAg es

tambiénmuy inestabley sesecretaactivamenteal medio.Estápresenteenun amplio

espectrodeespeciesdelgénero,deformaqueestudiosmedianteamplificacióndeun

segmentode este gen (Fauville-Dufauxet al., 1992) han puestode manifiestosu

presenciaen una amplia gamade especiesexceptoen algunascepasdeM. xenopiy

M. chelonae.

Sehacomprobadoqueel complejoantigértico85 tieneungranpapelen la alta

afinidadde las micobacteriaspor la fibronectina(Abou-Zeidet al., 1988)

8) Ag 85 C (Abou-Zeid et al., 1991): Nagai et al. en 1991 demostraronla

existenciadeunafamilia deproteínassecretadasdurantelos primerosdíasdecultivo

ala queseconocecomocomplejodelantígeno85. Estegrupodeproteínasconstituye

aproximadamenteel 20-30 % de las proteínasen los sobrenadantesde los cultivos

jóvenes,y seencuadrandentrode unintervalo depesosmolecularesentre30-32 kDa.

El complejocomprende,al menos,3 componentesestrechamenterelacionados,los ya

descritos85 A, 85 B y el 85 C. Todosellos presentanensusgenesunasecuenciaque
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codificaparaun péptidoseñalque estáausenteen la proteínamadura.Ademásde

las tres fraccionescitadas,seha descubiertola existenciade unaproteínade 55 kDa

tambiéncon alta afinidad por la fibronectinay quepudierapertenecera la misma

familia (Abou-Zeidet al., 1991).

El mayorinterésde estecomplejode antígenosessu capacidadpara unirsea

la fibronectina,actuandocomomediadorasen la adhesiónde las micobacteriasa las

superficiestapizadaspor estecompuesto.Estapropiedadesdegranimportanciaen

la patogeniapromoviendo la adherenciaa superficies mucosas,alterando las

funcionesde los macrófagosy alterandolas interaccionescon la matriz extracelular

(Abou-Zeid et al., 1991).

El complejodelantígeno85 hasidodescritocomounadianaimportanteenlas

respuestashumoral y celular (Ruimschlaget al., 1988). El hecho de que existan

múltiples genesinvolucradosen la expresiónde varias proteínasestrechamente

relacionadas,sugierela posibilidadde queestafamilia poseauna función esencial

parala supervivenciade las núcobacterías.

9) Ag 29,8kDa(Morris et al., 1985):se tratade un Ag presenteen los extractos

de M. bovis pero no en los de BCG, M. tuberculosis,M. africanum, M. avium y M.

paratuberculosis.Morris et al. en 1985 desarrollaron,frente a estaproteína,un Ac

monoclonal(MB5) especie-especificoparaM. bovis.El epítopoidentificadopor MB5

no fue detectadoenpreparacionesdePPD.Esteepítopoespecieespecíficono hasido

aúnutilizadoen ensayosserológicosparaidentificaciónde animalesinfectadospor

M. bovis.

10) Ag 24 kDa o MPB 64 (Yamaguchi et al., 1989): es una proteína

inmunogénicaque se encuentraespecíficamenteen filtrados de cultivos de M.

tuberculosisyM. bovisno tratadosconcalor. A.ndersenet al. en 1991amostraronque

setratadeuna proteínaexcretadaqueseproduceengrandescantidadesdurantelos

primerosdíasde cultivo y que se acumulaen el medio,pero que en el bacilo está

presentesólo en trazas.Existen diferenciasen los niveles de producciónde esta

proteínade unascepasa otras.
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Esta proteínainduce una fuerte reacciónde hipersensibilidadretardadaen

individuossensibilizadosfrente a M. tuberculosiso M. bovis pero no frente a otras

micobacterias.La inmunizacióncon MPB64 induceuna rápidaproducciónde Ac y

no se han observadoreaccionescruzadascon otras 6 especiesmicobacterianas

diferentesde M. tuberculosisy M. bovis,aunquesi conNocardia asteroides.

Su especificidad para la especiesdel complejo M. tuberculosis ha sido

comprobadamediantePCRpor variosautores(Shankaret al., 1991; Cormicanet al.,

1992; Manjunathet al., 1991).

11) Ag 22 kDa, MPB7O, MPBSO a proteína P2 (Nagai et al., 1981): es una

proteinatermoestableaisladaa partir de filtrados de cultivos de M. bovis BCG, y

representamásdel 10 0/o de las proteínassecretadasal mediopor estabacteria.

Segúnesteestudio,la proteínano contieneningúngrupoglucídico y setrata

de un antígenoespecieespecificoparaM. bovisBCG en la produccióndereacciones

cutáneasdehipersensibilidadretardada.Reichetal. en 1982aislarony caracterizaron

a partir de filtrados de cultivos de M. tuberculosis,una proteínade 22 kDa (P2) de

propiedadessemejantesa la MIPB7O y que erael antígenomásinmunológicamente

reactivode los filtrados. Miura et al. en 1983 demostraronqueMPB7O eracapazde

inducir reacciones de hipersensibilidad retardada sólo en aquellos animales

previamenteinmunizadosconcélulasvivasdeBCGperono enaquellosinmunizados

con célulasinactivadaspor calor.

Seha comprobadoqueesteAg essecretadopor lascepasdeM. bovis BCG,M.

bovis y M. tuberculosis(Harboey Nagai, 1984),su tamañoesde unos 18-23 kDa y se

trata de un antígenopredominanteen las preparacionesde PPD bovina,capazde

inducir respuestashumoralesy celularesdurantela inmunizaciónexperimental.En

estemismoestudiosedemostróque existenmarcadasdiferenciasentrecepasen la

producciónde estaproteína,observándosequeM. tuberculosisy ciertascepasdeM.

bovis BCG producen cantidades muy pequeñasde la misma. En distintas pruebas

realizadas,no seencontraronreaccionescruzadasconotrasmicobacteriasperosi con

Nocardiaasteroides.

Un análisis medianteanticuerposmonoclonalesha mostradoque MPB7O
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contiene,al menos,3 epítoposespecie-específicosparaM. bovisy M.bovisBCG (Wood

et al., 1988). Comer et al. en 1988 describieron una técnica rápida de

inmunoperoxidasaen porta para la identificación de aisladosdel complejo M.

tuberculosismedianteel uso de un Ac monoclonal(40/17,Agen BiochemicalLtd.)

frente aestaproteína.

El ganadoinfectadopor M. bovis a menudomuestrarespuestaserológicaa

MPB7O,ademássetratadeun potenteestimuladordelas célulasT enestosanimales.

Cuandoseutilizó MPB7O comoAg enun ELISA parael diagnósticode infecciones

por M. bovis, la especificidadencontradafue muchomayorqueal usar filtrados de

cultivo, aunquela sensibilidadencontradafue menor(debidoaquesólounafracción

de los Ac enel suerode un animal infectadoestándirigidos contraesteAg) (Fifis et

al., 1989). Radfordet al. en 1990 describieronlos anticuerposmonoclonalesSB9 y

SBIO específicospara M. bovis y que reconocenepítoposdiferentesdentro de la

proteínaMPB7O. Aún quedapor comprobarsi estosepítoposespecieespecíficosson

reconocidospor los suerosde animalesinfectados.

El hecho anteriormentemencionadode que las cepasde M. tuberculosisy

ciertascepasde M. bovis BCG sólo producenestaproteínaen pequeñascantidades

podría explicarel bajonúmerode reaccionescruzadasentreambasespeciescon el

uso de Ac monoclonales.Ademásestasdiferenciasen la producciónexplicarían

porqué ningunode los Ac monoclonalesproducidospara M. tuberculosisparecen

reconocera la proteínaMPB7O,ya quelas cepasusadasen la inmunizaciónsonpoco

productorasde esteantígeno.

El genquecodifica paraMPB7O fue donadoy secuenciadopor Radfordet al.

en 1988 y la especificidaddel mismo fue estudiadamedianteamplificaciónporPCR

encontrándosesólo en los miembrosdel complejo M. tuberculosis (Cousinset al.,

1991).Recientemente(Hewinsony Russel,1993) seha conseguidola producciónen

E. ccli deMPB7O recombinante,lo cual facilita suobtencióna granescalaparapoder

ser utilizado enestudiosserológicos.

12) Ag 19 kDa (Ashbridgeet al., 1989): setratade un antígenoespecificode

los miembrosdel complejo M. tuberculosis,aunqueexiste reaccióncruzadacon M.
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kansasii.Es unaproteínade stressno relacionadacon ningunaotra proteínade este

tipo conocida hastaahora (Collins et al., 1990). Este Ag es capazde inducir la

proliferación de linfocitos T en ratonesinmunizadoscon bacteriasinactivadas

(Andersenet al., 1991b).Young et al. en 1991 demostraronque estaproteínalleva

asociadaunacola lipídica, y quecomolipoproteina,juegaun importantepapelen la

activaciónde lasrespuestashumoralesy celulares;ademáspareceestarimplicadaen

los mecanismosde transportede nutrientesa travésde la paredcelular.

13) Ag 14 kDa o mtp40 (Parra et al., 1991):esteantígenofue descritocomouna

proteínacodificadapor un gen presentesólo en M. tuberculosisy no en M. bovis o

BCG. La proteínaposeeepítoposB y 1 y dadasuespecificidad,podríaser útil en la

elaboraciónde pruebasserológicaspara el diagnósticode la tuberculosishumana

(Falla et al., 1991).

14) Ag 12 kDa o MPBS7 (Harboe et al., 1986): setrata de un Ag presenteen

los sobrenadantesde cultivos y en sonicadoscelulares.Pareceser un Ag especifico

del complejoM. tuberculosisya queposeeciertosepítoposqueson sóloreconocidos

por suerosde pacienteshumanosenfermosdetuberculosis(Verbonet al., 1990).

1.3.6 Característicasdel genoma.

Las micobacteriasincluidas en el complejo M. tuberculosis presentanun

contenidoG+C del 65 ~/o (Bradley, 1972) y su genomatiene un tamañode 2,5 a

2,8x109 Daltons (Bradley, 1973). Como secomentóanteriormente,entretodasellas

existe un alto porcentajede homologíaADN-ADN (Imaeda,1985).

Las secuenciasde los genesque codificanpara el ARN ribosómico (ARNr)

están altamente conservadasentre los procariotas y han sido utilizadas para

establecerrelacionesfilogenéticasentrenumerosasespeciesbacterianas(Woeseet al.,

1983). Se ha comprobadoqueespeciesbacterianasconunavelocidadde crecimiento

muchomásrápidaquela de lasmicobacteriasposeenensu genomamúltiplescopias
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de los genesparael ARNr. Bercobieret al en 1986 determinaronquelasespeciesde

micobacteriasde crecimientorápidoposeían2 copiasdeestosgenesmientrasquelas

especiesdecrecimientolento sólotienenunacopia delgen.Paraestosautoresel bajo

númerodecopiasen los genesparael ARNr podríaser la causade la lentavelocidad

de crecimiento.

El análisiscomparativode lassecuenciasde los genesparael ARNr ha puesto

demanifiestoqueexistenzonasconsecuenciasaltamenteconservadasy otras zonas

con una alta variabilidad (Woese,1987), lo cual puedeser aprovechadopara la

identificacióndeespeciesbacterianas.Varios gruposhandeterminadolassecuencias

de nucleótidosdel genpara el ARNr 16S en numerosasespeciesde micobacterias

(Bóddinghauset al., 1990; Rogalíet al., 1990).Estassecuenciashanreveladoquelas

especies de crecimiento lento y de crecimiento rápido están separadas

filogenéticamente,aunquetodasellasse integrenenel grupode los actinomicetales,

no existiendo diferenciasen las secuenciasencontradaspara los miembros del

complejo M. tuberculosis(Rogalí et al., 1990ay b).

El ordende los genesARNr en las micobacteriases -5’46S-23S-55-3’-; las

especiesde crecimientolento tienenun único operónARNr, el cual setranscribe

como unaunidad queposteriormenteseprocesaen ARNr 16, 23 y SS. Como ya se

indicó, el gen ARNr 16S (ADN ribosómico) ha sido ampliamenteutilizado para

análisis filogenéticosa nivelesde géneroy de especie.Sin embargoel espaciador

internotranscrito(ITS) entreel ADNr 165 y el ADNr 235, esuna zonamuchomás

variableque la regiónhipervariabledel ADNr 16S, y sehandescritosussecuencias

paranumerosasespeciesmicobacterianas.Aún existiendoestagranvariabilidadentre

especies,las secuenciasde los ITS sonidénticasentodaslasespeciesdelcomplejoM.

tuberculosis(Fróthinghamet al., 1994).

Estudios realizadossobre la organizaciónde los genespara el ARN de

transferencia(ARNt) handemostradoquela organizacióndeestosgenesesidéntica

en todaslas especiesdelcomplejoM. tuberculosis(Bhargavaet al., 1990).
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1.4 NUEVOS CONCEPTOS SOBRE LA INFECCIÓN POR M. bovis.

1.4.1 Epidemiología

1.4.1.1Espectrode hospedadoresy transmisiónde la infección.

Sr

M. bovis poseeuno de los másamplios espectrosde hospedadoresentrelos

patógenosconocidos,la epidemiologíade estainfecciónesmuy complejay engloba

interaccionesentreel hombre,animalesdomésticosy animaléssalvajes.Entre los

posibleshospedadoresde estaespeciese encuentranel hombre,los primatesno

humanos,vaca, cabra,oveja,cerdo,jabalí,caballo,asno,gato,perro,ciervo,bisonte,

búfalo, antílope, oryx, camello, llama, alpaca,reno, tejón, opossum,liebre, conejo,

hurón, feneco,elefante,jirafa, rinoceronte,tigre, león, foca etc...

En el ganadobovino,los resultadosde infeccionesexperimentalesporlas vías

respiratoriay digestiva, junto a la distribución de las lesionesencontradasen el

ganadonaturalmenteinfectado, muestranque aproximadamenteun 80-900/o del

ganadoseinfecta por inhalación(Francis,1947; Pritchard,1988). Incluso enterneras

éstaes la vía másimportante,aunqueensteun grupo de animalesquepuedeser

infectadoporvía digestiva.Pareceserque,aunqueun númerorelativamentealto de

bacilosseeliminanpor las heces(con la consiguientecontaminaciónde los pastos),

las ternerasquepastanenestoscamposno suelencontraerla infecciónhastaqueno

son estabuladas,momentoen que la transmisiónpor vía aerógenacobra mayor

importancia.

Varios estudiosclásicos realizadoscon infeccionesexperimentalesapoyan

tambiénestateoría,y seha comprobadoquemientrasquebastanunospocosbacilos

paraproducir la infecciónpor vía respiratoria,senecesitanvariosmiles de millones

de ellos parahacerlopor vía oral (McFadyean,1910; Chausé,1913).

La lesión másfrecuentementeencontradaes un foco bronconeumónicoen

pulmóny lesiónenel gangliolinfático correspondiente(complejoprimario). La forma

en que se desarrollan las lesiones en los linfonódulos retrofaríngeoses aún
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desconocida;Thoeny Himesen1986ay b, propusieronla teoríadequeestaslesiones

podríandebersea la inhalacióndebacilosque no penetranen el tracto respiratorio

inferior y que empiezana multiplicarse en la orofaringe, la cual drena en los

retrofaríngeos.

Tradicionalmente,y deun modoerróneo,seha consideradoquesóloexcretan

M. bovis aquellosanimalescon lesionesen pulmónclarasy evidentes.Al contrario,

seha comprobadoquelos animalesen las primerasfasesde la enfermedady antes

del desarrollode lesionesvisibles, contribuyennotablementea la producciónde

aerosolesinfectivos (Mdllroy et al., 1986;Neill et al., 1988).Neilí et al. en 1991y 1992

comprobaronque existe una relación inversamenteproporcional entre la dosis

infectantey el tiempoque transcurrehastala liberaciónpor vía respiratoriade M.

bovis,y queen las infeccionesnaturalesla eliminación de baciloscomienzaa los 87

díasde la infección,ocurriendoenalgunoscasosenganadonegativoala tuberculina.

Como resumenpodría comentarseque aunqueen el pasadolas vías de

transmisiónoral y genital pudieron tener importancia epidemiológica,desdeel

establecimientode los programasdeerradicaciónla víadominantede transmisiónes

la aerógena(Morris et al., 1994).

Ciertos estudiosparecendemostrarque dentro del ganadobovino existen

variacionesen la resistenciaa la tuberculosis,de forma que las razasafricanasy

asiáticas (zebús) son más resistentesa la enfermedadque el ganadoeuropeo

(Carmichael,1939, 1941).

Lasprincipalescaracterísticasde la infecciónporM. bovisenel hombrefueron

comentadascon anterioridad.

En el casode los primatesno humanoshay queseñalarque son igualmente

susceptiblesa la infección por M. bovis y M. tuberculosis,habiéndosetambién

notificadoinfeccionespor M. africanum.La infecciónapareceraramenteen animales

en libertad, aunqueexistencomunicacionesde casosocurridos por ingestiónde

carcasasprocedentesde ganadotuberculoso(Tararaet al., 1985). Sin embargo,en
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cautividadla incidenciade tuberculosisenestosanimalesesextremadamentealtay

hansidocomunicadosvariosbrotesdeenfermedadenzoológicos(Wilsonetal., 1984)

y animalarios(Ihoen et al., 1977ay b), jugandola vía de transmisiónaerógenaun

importantepapel. Ha sido señaladoque las especiesdel “Nuevo Mundo” son más

resistentesa la enfermedadquelas del “Viejo Mundo”.

El ganadocaprinoesmuy susceptiblea la tuberculosis.Aunqueenun estudio

sobremorfopatologíadelas lesionespresentadaspor estosanimalesseconcluyóque

eransimilaresa las encontradasenganadobovino (Bernabéet al., 1991),ennuestra

experienciasonlesionesmuchomáscaseificadasy conun menor númerodebacilos

ácido-alcoholresistentesdetectablespor microscopia.Un estudioposteriorreveló

tambiéndiferenciashistológicasentrelas lesionesencontradasencaprinosy bovinos

(Gutiérrezy GarcíaMarín, 1993).La prevalenciadela enfermedadesdesconocidaen

la mayoría de los paísesya que sólo se han realizadoestudiosaisladossobre la

misma.En el casode España,secreequela prevalenciaesbastanteelevadaenvarias

regiones(Murcia, Cataluña,Levante,Madrid) y seha comprobadoque las cepasde

M. bovis involucradas en este problema forman un conjunto genéticamente

homogéneoy diferentedelconstituidopor lascepasbovinas.La importanciadeeste

ganadoen el mantenimientoy transmisiónde la tuberculosisbovina está aúnpor

determinar.

Varios autoresreconocenque el ganadoovino es muy susceptiblea la

infecciónvía respiratoriapor M. bovis (Cordeset al., 1981).Aún asíestaenfermedad

seha consideradocomoraraen los ovinos,y la mayoríade las comunicacionesde

la mismahan sido de casosaislados.Pareceser que las razonesde esta aparente

contradicciónson,por unaparte,la naturalezade los sistemasdeexplotacióndeeste

ganadoquelimita el contactoconbovinosinfectados,y por otra parte,su particular

comportamiento“desconfiado” que hace improbableel contacto con reservorios

moribundoso suscadáveres(Morris et al., 1994). Otro factor quepuedecontribuir

a la escasanotificación decasosen estaespecieesquelas lesionesquepresentanson

muy similaresa las de unalinfadenitiscaseosay los bacilosácidoalcoholresistentes
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son muy escasosy difíciles de encontrar(Cordeset al., 1981).

El cerdo es susceptible a la infección por M. bovis y los niveles de la

enfermedadenestosanimalesgeneralmentesonreflejode los existentesenel ganado

bovino. La transmisiónhabitualmenteocurre por vía digestivapor el consumode

leche,restosdemataderoo hecesdebovinosinfectados.La transmisiónentrecerdos

esmuy poco importanteya quelas lesionessuelenser localizadasy los animalesse

suelensacrificara unaedadtemprana(Monis et al., 1994). Se hanencontradocasos

de tuberculosis en nuestro paísen jabalíes, los cualespresuntamente contrajeron la

enfermedadpor ingestiónde cadáveresde bovinostuberculosos.

La infecciónen caballosy asnos,aunqueposible,espocofrecuente,cursacon

una mortalidad muy elevaday las lesionesson de aspectotumoral (O’Reilly y

Daborn,1995).

La tuberculosisenel perroy enel gatopuedeestarproducidaindistintamente

por M. boris o por M. tuberculosis(Aranazet al., 1996), aunqueparecequelos gatos

son mas susceptiblesal primero y los perros más al segundo.La infección es

adquirida tanto por vía digestiva como aerógena.Estos animalespuedentener

importanciacomoreveladoresprecocesdela tuberculosishumanay comoreservorios

de M. boris parael ganadobovino y parael hombre.

La tuberculosisproducidapor M. boris es una enfermedadfrecuenteen los

cérvidos. La distribución de las lesionesen estos animales sugiereque tanto la vía

respiratoriacomo la digestivason importantesen la transmisiónde la enfermedad

(Morris et al., 1994).Pareceser queel ciervo esmássusceptiblea la infecciónpor M.

boris que los bóvidos,y en ellos es típica la formaciónde lesionesextensivasde

desarrollorápido,a menudocon formaciónde abscesos.Esta situaciónorigina un

aumentode la probabilidadde la transmisióndel agenteen un rebañoy constituye

un riesgoparaotros animalesy parael hombre(Clifton-Hadley y Wilesmith, 1991).

La enfermedadconstituyeun importanteproblemaeconómicoy sanitario en los
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rebañosdeciervos domésticosenNuevaZelanda,Dinamarcay ReinoUnido,países

en los queselleva a caboun programade erradicaciónde la enfermedad.También

presentaimportanciaen los rebañosde Canadáy U.S.A., originandoproblemasen

los esquemasde erradicaciónde la tuberculosisbovina. En varias ocasionesseha

descritola transmisióndeM. bovis desdelos ciervosal hombre(Fanningy Edwards,

1991), al ganadobovino (O’Reilly y Daborn,1995), a tejones(Bonvier et al., 1957) y

a opossums(Morris et al., 1994).

La tuberculosisbovina es una enfermedadendémicaen las poblacionesde

búfalos del norte de Australia (Hein y Tomasovic,1981), ha sido también descrita en

búfalos en Uganda (Woodford, 1982),Sudáfrica, Egipto e India (O’Reilly y Daborn,

1995). La lesionesencontradasen estosanimalesafectaron a los órganos torácicos, lo

cual parecesugerir quela vía principal de transmisiónen estosanimalesesla vía

aerógena.La razónparaestehechola constituyelos hábitosde comportamientode

estos animales que deambulanen grandes rebañoscon una alta densidadde

animales.Una situaciónsimilar ocurreen las poblacionesde bisontesde Canadáy

EstadosUnidos (Tessaroet al., 1990), con el consiguienteriesgode transmisiónal

ganado.

La familia de los Camelidae(camellos,dromedarios, llamas, alpacas,vicuñas>

y otros rumiantes exóticos (antílope, oryx, etc...) son también susceptiblesa la

infección por M. bovis y constituyenun riesgopotencial para la transmisióndel

agenteal ganadobovino, por ello serecomiendalimitar al máximoel contactoentre

especiesy extremarlasmedidasdecuarentenaenlasimportacionesdeestosanimales

(O’Reilly y Daborn,1995).

La primeracomunicaciónde infecciónpor M. bovis en tejonesse produjoen

Suiza(Bouvier et al., 1957). Aunqueestaespecieestáampliamentedistribuidaen el

continenteeuropeo,no parecepresentarproblemasa los esquemasde erradicación

de la tuberculosissalvoenel ReinoUnido e Irlanda,paisesenlos quela tuberculosis

esendémicaen las poblacionesdetejones.En estosdospaísesel tejón actúacomoun
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excelentereservorioparaM. bovis; los tejonesson animalesque puedenvivir largo

tiempo bajo los efectos de la infección tuberculosasin que la estructurade sus

poblacionesseafectesustancialmente,deforma queM. bovispuedepersistirenellos

en ausenciade fuentesexternasde contagio. Pareceser que la vía principal de

transmisiónentretejonesesla vía aerógena,y queprincipalmenteocurre en forma

de transmisiónpseudoverticalpostnataldesdelas hembrasa sus crías (Wilesmith,

1991).Tambiéntieneimportanciala transmisiónentremachosenépocasde combates

en lasqueel agentesetransmitepor mordedurasy por vía aerógena.

Hayevidenciasdequeel riesgode transmisióndeM. bovisal ganadotieneun

carácterestacional,siendola primaverala épocademayorriesgo.Esto sedebeauna

mayoractividadde las poblacionesdetejonesy a la existenciadehembraslactantes

quedesarrollanenfermedadactivadespuésdelstressdel invierno. Encuantoal modo

de transmisión de la enfermedadal ganado, existe cierta controversia, se ha

comprobadoque las lesionesencontradasen los tejonesafectanprincipalmenteal

pulmón y a los ganglios torácicos,aunquecuandose produceuna diseminación

hematógena,el lugar afectadoconmayor frecuenciaesel riñón (aproximadamente

un 37% de los tejonestuberculososexcretanM. bovis en orina>. Algunos autores

piensanquela contaminaciónurinariade los pastosyel consumode los mismospor

el ganadoesla causade la trasmisión.Sin embargootros proponenquedebidoal

escasoperíodo de supervivenciade M, bovis en el medio externo, la vía más

importante de transmisión debe ser la respiratoria y que se produce por un

comportamientoanormal de los tejonesen estadoterminal y por la ‘curiosidad’

exhibida por el ganadovacunohacia los mismoso sus cadáveres.Estos autores

sugierenqueincluso en los casosen los queel vehículode la infecciónes la orina,

la transmisiónocurre por inhalación de microgotasde los pastosrecientemente

contaminadose inclusopor inhalaciónde aerosolesruminalesdespuésde la ingesta

de los mismos(Morris et al., 1994; O’Reilly y Daborn, 1995).

El casode los opossumsessimilar al del tejón aunqueconciertasdiferencias,

estosanimaleshanoriginadola imposibilidaddecompletarla erradicaciónenNueva

Zelanda,a pesarde los enormesesfuerzosdestinadosa ello. El opossumsufre una
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enfermedadprogresivae invasivacaracterísticadeunapobrerespuestainmunológica.

Laslesionesextensivasenpulmónsonla tónicadominante,mientrasquela excreción

renalo fecalpareceno tenerimportancia.Los principalesmecanismosdetransmisión

de la enfermedadentreopossumsson la transmisiónaerógenapseudoverticaly la

transmisiónaerógenahorizontalen las épocasde apareamiento.La transmisiónal

ganado se realiza principalmente por contacto de los mismos con animales

moribundoso suscadáveres(Morris et al., 1994).

Existenotros animales(principalmentemustélidos,liebres etc...) que pueden

infectarsepor M. bovis al consumiranimalesafectadoso sus cadáveres,suelenser

predadoreso carroñerosy sucapacidadparatransmitirla infección a otros animales

eslimitada,

1.4.1.2Supervivenciadel microorganismo

Aunque M. bovis es un patógenoobligado,puedesobrevivirdurantelargos

períodosde tiempo si las condicionesambientalesson favorables.Los principales

factoresqueinfluyenenestacapacidaddesupervivenciason: temperatura,humedad,

pH, tensión de oxígeno, exposicióna la luz solar, disponibilidad de nutrientes,

microflora existentey localizaciónen el ambiente.En 1994, Morris et al. en una

revisiónde la literaturasobreeste tema,indicanque la duraciónde la infectividad

deM. bovisen pastos,orina y hecesdebemedirseensemanasyno enmeses,ya que

bajo las mismas condiciones, los microorganismosexistentes en el material

contaminadode formanaturalmuerenmuchomásrápidamentequelos presentesen

el mismo tipo de material pero contaminadoexperimentalmente.Si se contaminan

heces o suelo estéril con M. bovis y se almacenanprotegidos de la luz, los

microorganismospuedensobrevivirvarios meses.Sin embargo,a medida que las

condiciones ambientalesse acercana las naturales,el tiempo de supervivencia

disminuyeconsiderablemente.Estoshechos,unidosa la elevadadosis infectiva que

serequierepara producir infecciónvía oral, hacenpensarquela importanciarealde

la existenciade productoscontaminadosen el medioambienteesmenor de lo que
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sehabíaconsideradotradicionalmente.

En el casode los cadáveresde animalesinfectados,la supervivenciade M.

boris dependedel grado de putrefacciónde los mismos y por lo tanto de la

temperaturaambienteygradodehumedad.Little et al. en 1982 demostraronqueel

aislamientodeM. boris a partir de cadáveresde tejonespodíaconseguirsedespués

de 2 semanas(cadáveresen la superficiede los pastos)o de 6 semanas(cadáveres

enterrados)de la muerte del animal. Pfeiffer y Morris en 1991 fueron capacesde

recuperarM. boris a partir del interior de cadáveressecoscon, al menos,un mesde

antiguedad.Estoscadáveressonpues,fuentede infecciónparalos carroñerosy para

el ganadoquepastaen susproximidades.

En resumenpuedeconcluirse que, en ausenciade reservoriossalvajes,la

tuberculosisbovina es una enfermedadcontrolabley el éxito de su control está

determinadoporlos hábitosdecomportamientodeganaderosy tratantesdeganado,

y por el ganadoensi mismo.La existenciadepruebasconunasensibilidadadecuada

queseapliquencon un intervalo menorde un año,la inmediataeliminación de los

animalespositivosa las mismas,y la instauraciónde una política de seguimiento

estrictahanpermitidola erradicaciónde la enfermedaden varios países.Hay que

destacarqueel movimientode ganadoentrerebañosy la actitudde los ganaderos

anteel saneamiento,son los factoresmásimportantesque condicionanel éxito o

fracasodel control.

Mereceespecialatenciónel casodelciervo,enel cualparecedarseunaelevada

tasade transmisiónde la enfermedadtanto entreciervos,como entreéstosy otras

especies,por lo quemerecenunaatenciónespecialen los programasdeerradicación.

Una situaciónsimilar podríanrepresentarlalas cabrasen nuestropaís,aunqueesta

teoríaestáaún por confirmar.

La situaciónescompletamentediferentecuandoexiste un reservoriosalvaje.

Paraqueunaespecieseaconsideradacomoun reservorio,debeexistir transmisión

y mantenimientode M. bovis dentrodeesaespeciey transmisióndesdela mismaal

ganado.En estos casos la dificultad de controlar a las poblacionessalvajesy el

conocimientoincompletodesuscadenasepidemiológicas,hacenquela erradicación



Introducción 42

de la tuberculosisbovinaenesasáreasseaprácticamenteinviable. Hastael momento

existenvariosreservoriosreconocidos(tejón,opossurn,algunosungulados)enlos que

la vía principal de transmisiónintra e inter-específicaesla vía respiratoria.Además

existe unalarga lista de posibleshospedadoressalvajesde M. boris, y debido a que

la tuberculosisno es una enfermedadestática,deberíamospreguntarnossi en un

futuro estainfección no seharáendémicaenun espectrodinámicodehospedadores

salvajes.Por ello los programasdecontroldebenponerun especialinterésen limitar

al máximolos posiblescontactosdeestoshospedadoresconganadoafectado(Morris

et al., 1994).
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1.4.2 Patogenia: importancia de los factores de virulencia y del sistemainmune.

La tuberculosisbovinaes unaenfermedadcrónica,casi siempreprogresivay

queen los casosavanzados,cursaconunestadodedebilidadextremay muerte.Para

comprenderlos mecanismosimplicadosen la patogeniaesnecesariotenerencuenta

aspectoscomo el de las fuentes y vías de infección, factores de virulencia

intrínsecos del microorganismo y la respuestainmunepor partedel hospedador.

Aunque la virulencia ha sido una propiedadtradicionalmenteatribuida a

propiedadesintrínsecasdel bacilo tuberculoso,la patogeniade estaenfermedadse

debeen su mayorpartea una seriede complejasinteraccionesentreel hospedador

y la bacteria.

El estudiode los FACTORESDE VIRULENCIA en M. bovis esmuy difícil

debidoaquesuvelocidadde crecimientoesextremadamentelenta,y aqueenestas

cepaslos procesosde recombinaciónhomólogason o muy escasoso inexistentes.

La clave de la virulencia deM. tuberculosiso de M. bovis es su capacidadde

multiplicarse dentro de los monocitoso de los macrófagos.Aún noexistenpruebas

convincentesde la existenciade factoresde invasióno “invasinas”que permitana

estos patógenosentrar activamenteen un fagocito, aunqueesta idea no está

descartada.

Uno de los factoresde virulenciaque permitena M. tuberculosissobreviviren

los macrófagos es su capacidad de impedir la acidificación de los fagosomas

medianteunaactividadAlPasa(la acidificacióninhibe la multiplicación bacteriana

y esun pasoindispensableenla fusiónlisosoma-fagosomay en la activaciónde los

factoresbactericidasliberadosdurantela misma) (Crowle,1991).

Variosautoreshansugeridola posibilidadde quelos complejosglicolípidos

de la paredcelular de estasmicobacterias,actúenprotegiéndolasde los efectos

bactericidasde los derivados de oxigeno activados que se producen en los

fagolisosomas(Lowrie y Andrew, 1988).

Por último existenautoresquesugierenla existenciade factoresdevirulencia



Introducción 44

capacesde inhibir la fusión fagosoma-lisosoma,o bien que permiten a las bacterias

atacarla membranadel fagosomapermitiendosu liberaciónal citoplasma(Grange,

1985). Recientementesehadonadoun gencuyasecuenciaesmuy similar a la del gen

de la hemolisinade Listeria monocitogenesy que pudieraestar implicado en los

mecanismosqueutiliza la bacteriaparaescaparde lasvesículasfagocíticas(Salyers

y Whitt, 1994).

AunqueM. tuberculosisescapazde sobrevivirenel interior demacrófagos“en

reposo , estasbacteriasson destruidaspor los macrófagosactivados.Otro tipo de

factoresde virulencia serianpues,aquellosresponsablesde evitar la acciónde los

macrófagosactivados. Como será comentadomás adelante, la producción de GIFN

(gammainterferón)por partede los linfocitos T estimuladoses uno de los factores

esencialespara la activación de los macrófagos;ha sido demostradoque el

lipoarabinomanano (LAM, glicolípido de la pared celular) producido por M.
$4tuberculosis suprime la proliferación de los linfocitos T y bloquea la activación
$4

transcripcionalde genesinduciblespor el GIFN, impidiendoasí la activaciónde los

macrófagos(Eliner y Wallis, 1989; Chanet al., 1991). —‘
$45

El Ag SSA actúa uniéndosea moléculasde fibronectina, la cual interviene en

la estimulaciónde lascélulas1, interfiriendoasíen la activaciónde los macrófagos.
$4

AdemásesteAg puedetenerun efectodesupresiónde la migraciónde los monocitos

y macrófagoshaciael sitio de infección (Saylersy Whitt, 1994).
$4

Como despuéssecomentaráen profundidad, unade lasposiblesexplicaciones
$4

del daño tisular causadopor M. tuberculosis es el desencadenamientode una —,

respuestainmune celular “destructiva”. Aún se desconocencuales son los Ag
$4

responsablesde estetipo de respuesta,aunqueexistenalgunosindicios de que el

cord factor (lipido de la pared celular) es capaz de estimular las respuestas

inflamatorias,y sehavisto que al serinyectadoen animalesestóxico. El muramil- —

dipéptido (otro componentede la pared celular) es también capazde estimular la
$4.

producciónde linfoquinas.La hipótesismásaceptadaesla de quela mayorpartedel

daño tisularsedebea la liberacióndel factor de necrosistumoralalfa (TNF-a> por
$4

$4

*5
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los macrófagosactivadosinducidapor componentesde la paredcelular.Por último

la liberaciónde componenteslisosómicospor partede los macrófagosparaintentar

destruira lasbacterias,contribuyetambiénal dañotisular.

La INTERACCIÓN ENTRE LAS MICOBACTERIAS Y EL HOSPEDADOR

EN EL CONTEXTO DEL SISTEMA INMUNE es un proceso extremadamente

complejo y aúnmuy poco conocido(Kaufmann,1990). A partir de una infección

micobacterianaseinstaurandostiposde inmunidad,la debasehumoraly la debase

celular.La producciónde anticuerpospodríacontribuir a lá patogeniaa travésdela

formaciónde inmunocomplejosqueson capacesde producirdañotisularmediante

la activacióndelcomplemento,o bien soncapacesde inhibir la fagocitosispor parte

de los macrófagos(Grange,1985).Ademáspareceser universalmenteaceptadoque

la inmunidadde basecelularjuegael papelmásimportanteen los mecanismosde

protecciónfrentea la enfermedad,y queparadójicamenteestambiénla responsable

principal de los mecanismosde dañotisular.

CuandoM. bovis penetraen el organismo(ya sea por vía aerógenao por

cualquier otra) esingerido por células fagocitarias.En los bóvidos las principales

células fagocitarias son los fagocitos polirnorfonucleares y los fagocitos

mononucleares;los primeros predominanen la sangreperiférica, y dentro de los

segundos,tenemosa los monocitoscirculantesy a los fagocitostisulares(presentes

en un elevadonúmeroen tejidoscomohígado,bazo,ganglios linfáticos y pulmón).

CuandoM. bovisseestableceenuntejido,actúacomoun potentefactorquimiotáctico

queatraea los polimorfonuclearesy a los macrófagoshaciael foco de infección. La

ingestiónde los bacilosseacelerapor la presenciadeopsoninas(Ac que“tapizan” a

los bacilos).

Pritcharden 1988sugierequelos polimorfonuclearesno soncapacesdematar

eficientementea M. bovis, y que la muerte de estascélulasjunto a la subsecuente

liberaciónde enzimasy de Ag micobacterianos,produceun foco de lesión que

histológicamentecaracterizaa las infeccionestempranaspor M. bovis. Segúneste

autor, la función de los polimorfonuclearesen la lesión es sólo la de limpiar de

bacilosmuertos;mientrasquelos fagocitostisularesactúanfagocitandoabacterias
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muertasy vivas, procesandolos Ag, y presentándoselosa los linfocitos T. Sin

embargo,Brown etal. en1987demostraronquelospolimorfonucleareshumanoseran

capacesde matara M. tuberculosisin vitro; el hechode queestascélulascon tan alta

capacidadquimiotácticay metabólicaseveanatraídascomoprimeralíneadedefensa

hacialas lesionesincipientesenel ganadobovino (Pritchard,1988), hacepensarque

quizásjuegenun papelmásimportantedel queseles ha atribuidohastahoy (Neilí

et al., 1994a).

M. bovis tienela propiedadde sobreviviry multiplicarseenel interior de los

macrófagosno activados (Hahn y Kauifmann, 1981), y por ‘ello no puedenser

efectivamenteatacadospor mecanismosdebasehumoral(Ac). En términosgenerales,

la inmunidadde base celular se instaura con el reconocimientopor parte de los

linfocitos T de los Ag procesadosen la superficiedelas célulaspresentadorasdeAg,

dentrodelcontextode las moléculasdelcomplejomayor dehistocompatibilidad.Esta

interaccióncausaunaseriedemecanismosefectores(liberaciónde linfoquinaspor los

linfocitos 1) conla subsecuenteactivaciónde lascapacidadesantimicobacterianasde

los macrófagosy de los monocitossanguíneos(Kaufmann,1990). La instauraciónde

esta inmunidadde base celular beneficia al hospedadoriniciando procesosque

puedendestruiro inhibir a lasmicobacterias.Paralelamente,interaccionesde similar

naturalezaconllevana la instauraciónde reaccionesde hipersensibilidadretardada

(DTH). Éstaspuedentambiéninhibir a los bacilostuberculosos,peroenestecasolos

macrófagosquecontienenbacilosenmultiplicaciónsondestruidos,lo cualhaceque

las micobacteriasse liberen de su favorable y protector ambiente intracelular

permitiendoquelos macrófagosactivadoslasfagociten.Sin embargo,la destrucción

celularcontribuyea su vez a la patogeniaprovocandodaño tisular y diseminación

de los microorganismos(Kaufmann,1989).

Los macrófagosactivadosse considerancomo los principalesefectoresen la

protecciónfrentea las enfermedadesproducidaspor micobacterias(Pritchard,1988;

Ihoeny Himes, 1986ay b). La mayoríade los estudiossobremediacióny expresión

de la inmunidadcelular se han realizado en infecciones por M. tuberculosis en

humanosy enratón.Sinembargo,los aspectosdetalladossobrela inmunidadcelular

bovina frente a M. bovis estánaún por definir. La interaccióninicial entre M.
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tuberculosis y macrófagosproduceuna doble respuestaen la que se involucran

linfocitos T colaboradores(Th CD4+) y linfocitos T citotóxicos (CD8+) (Muller et al.,

1987; Kaufmann, 1989). Existe una considerablecontroversiasobre la importancia

relativa de cadauno de los 2 tipos de célulasT, aunquese aceptaque ambasson

necesariasparaunaprotecciónefectiva.

Dentro de los linfocitos T CD4+ existen2 subpoblacionesde importancia:la

primerade ellasestáconstituidapor los Th2, queproduceninterleuquina(IL) 4, la

cual estimulala producciónde Ac por partede los linfocitos 8 (inefectivosfrentea

las micobacterias)y queasu vezactúasobre los Thl estimulandola producciónde

gammainterferón(GLFN); los 1h2tambiénproducenIL 10 que ayuda en la activación

de los macrófagos.La segundasubpoblaciónCD4+ son los Thl cuya principal

función es la de liberar GIFN, principal responsablede la activación de los

macrófagos.Hay otras células capacesde producir GIFN como las “asesinas

naturales”o NK, las TCR gamma/deltay los CD8+, aunquelo hacenen mucha

menorcantidad.

Las m son generalmenteproducidasporlos linfocitos CD4±quereconocena

los antígenosmicobacterianosenel contextode las moléculasdeclaseII delcomplejo

mayor de histocompatibilidad(CMB). Estos linfocitos tienenpredilecciónpor los

llamadosAg exógenos(Ag recogidospor las célulasdel hospedadory que residen

en el compartimientoendosómico).Las IL tienen una gran importancia en la

protecciónlocal (Hahn y Kaufmann, 1981) y en la activación de los macrófagos

(Dannenberg,1989).

Se ha comprobadoiii vitro queel GIIEN esla única II. capazde conferir a los

macrófagos murinos no infectados la capacidad de inhibir el crecimiento

micobacteriano(Fleschy Kaufmann,1987).Sin embargo,sehaconstatadoquecuando

los macrófagossoninfectadosconM. bovis,respondenconmenorintensidadal GIFN,

mientrasque adquierencapacidadde respuestaa las II 4 y 6 secretadaspor los

linfocitos 8 (Kaufmann,1990).El GIFN ademásestimula la unión de los linfocitos T

a las células endoteliales,favoreciendoasí su pasodesdela sangrehacia el área

infectada.La importanciadel GIFN ha sidodemostradamedianteexperimentoscon

lineas transgénicasde ratonesdeficientesen GIFN, los cuales son mucho más
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susceptiblesa la infecciónpor M. tuberculosisquela línea parental(Salyersy Whitt,

1994).Pareceevidentequeel CIEN per seno aumentala inhibicióndeM. tuberculosis

por partede macrófagoshumanos(Rook, 1987).Sin embargo,seha demostradoque

éstossi queactúansobreM. tuberculosisbajo la influenciadel factor alfa denecrosis

tumoral (TNF-a) y la dihidroxi vitaminaD3, ya seapor separado,o en combinación

(Denis, 1991);estosaspectosson aúndesconocidosen la especiebovina.

Las micobacteriasresidenprimariamenteen los fagocitosde los macrófagos,

cuyos mecanismosefectoresantibacterianospuedenser estimuladospor las It

producidasprincipalmentepor los C04+. Comosehacomentado,pareceser quelos

mecanismosimplicadosen la proteccióny en la destruccióntisular (enfermedad)son

los mismos,aunqueaún no está nada claro cual es la diferenciaentre aquellos

animalesqueresistenla enfermedady los quela padecen.Las últimasteoríasparecen

sugerirqueaquellosanimalesen los queel perfil decitoquinasesdel tipo mí (U. 4)

sonlos quedesarrollanla enfermedad,y quesin embargoaquellosconun perfil tipo

Th2 (GIFN, 1L2) muestranresistenciaa la misma.Lo único queparececlarohastael

momentoesqueel GIIFN esnecesario,aunqueno suficiente,parala adquisicióndel

estadode proteccióny que cuandola l’L4 domina la respuestainmunológica,se

instaura la situaciónde enfermedad.Se ha comprobadoin vivo que existe una

marcadarelacióninversamenteproporcionalentrelas cantidadesdeGIFN y de1L4.

Se ha comprobadotambiénquelas infeccionespor micobacteriassoncapaces

de activara los linfocitos CD8+, los cualesreconocena los Ag en el contextode las

moléculas de clase 1 del CMH (Kaufmann, 1988). Estas células normalmente

reconocena los Ag de nuevasíntesisen su caminoa travésdel aparatode Golgi y

del retículoendoplásmico.

Existe controversiasobre si M. tuberculosises capazde escapardesdelos

fagolisosomashacia el citoplasmadel macrófagoy si una vez allí se multiplica

activamenteo no. Una razónpara pensarque esta afirmación es cierta, seríala

existenciade la respuestacitotóxica por partede los CDS+ asociadosa moléculas

CMH de clase1, la cual normalmenteaparececuandolos microorganismosseestán

multiplicandoen el citoplasmao en el núcleo.Sin embargorecientesestudioshan
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demostrado,quela asociacióncon moléculasde dase1 no requierenecesariamente

la existenciade neosíntesis,y que la merapresenciade Ag en el compartimiento

citoplásmicoes suficientepara desencadenaría(Moore et al., 1988). Lo que parece

universalmenteaceptadoes queM. tuberculosis tiene la capacidadde trasladarse

desdeel fagolisosomaal citoplasma,aunquesuelenretenerrestosde membranas

alrededor(Leakeet al., 1984;Gaillard etal, 1986).Comoya secomentó,recientemente

seha donadoungenenM. tuberculosiscongransimilitud en su secuenciaal gende

la hemolisinadeListeria monocitogenesy cuyafunciónenestaespecieesla depermitir

a la bacteriaescapardesdeunavesículafogosómica.

Los CD8+activadosmuestrancapacidadcitotóxicaysoncapacesdematary/o

alterar a los fagocitos infectadosque no han sido capacesde parar con éxito la

infección micobacteriana(Kaufmann, 1988), de forma que las bacteriasliberadas

puedenser ingeridase inactivadaspor los macrófagosactivados.Existen también

otrascélulasconactividadcitolítica comosonlos CD4+ (Ab et al., 1990)y lascélulas

NK (“Natural Killer’) (Ota et al., 1990).

El reconocimientode los antígenospor partede los linfocitos T se efectúaa

travésde un receptorqueen los CD4+ y CD8+ convencionalesesun heterodímero

compuestopor una cadenaalfa y una cadenabeta; sin embargoexiste un menor

porcentajede célulascuyo receptorestácompuestopor unacadenagammay una

cadenadelta (célulasgld). En humanossólo un 10 % de las célulasT tienen estetipo

de receptor(Kaufmann, 1990). Aún se conocemuy poco de la función de estas

células,aunquevariosgruposhandemostradoqueposeenunaespecialpredilección

por las micobacteriasy que respondena antígenosmicobacterianos(Modlin et al.,

1989;Kabelitz et al., 1990; Havlir et al., 1991).Kaufmannen 1990 demostróqueestas

célulasposeíancapacidadcitolítica hacia dianashomólogascuandoestasexhibían

antígenosmicobacterianos.En comparaciónconel hombrey conel ratónlas células

g/d son relativamentenumerosasen el sistemainmunebovino (Hein y Mackay,

1991),aunquesu función aúnno ha sidoclaramentedefinida.

Recientementese ha comprobadoque existe una progresióndinámicaen la

dominanciade las diferentessubpoblacionesde célulasT durantela infecciónpor M.
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bovis. De forma que iicialmente (15 días postinfección)predominanlas células

gamma-delta,después(50 díaspostinfección)los CD4+, y en la última fasedominan

los CDS+.

Ya en 1977, Lenzii et al. presentaronla teoríade la existenciade unagama

de respuestasinmunológícasen la tuberculosis humana. Estos autores constataron

la existenciade pacientesaltamentereactivos,con fuertes reaccionesa la prueba

tuberculínicay a la demigraciónde linfocitos,lesionesmuylocalizadas,sin presencia

de bacilosen esputo,y con bajos títulos de Ac circulantes.Por otro lado estaban

aquellospacientespoco reactivos,negativosen la pruebatuberculínicay migración

linfocitaria, con presenciadebacilosen el esputo,y conaltos títulos de Ac.

Pareceser queunasituaciónsimilarocurreenel ganadobovino (Lepperet al.,

1977),estosautoresdemostraronque el ganadoanérgico(negativoa las pruebasde

inmunidad celular) tiene normalmentelesionesmúltiples y con tendenciaa la

progresión.Gerney-Rieusey Tacqueten 1952 mostraronunaelevadatasade Ac en

el ganadoseveramenteafectadopor la enfermedad,en relacióncon aquel menos

afectado.En un estudiosimilar, Lepperet al. en 1983 correlacionaronlas lesiones

tuberculosasdel ganadobovino con el título de Ac circulantes,encontrandoque

aquellosanimalesconmúltiples lesioneso conlesionesactivas(conelevadonumero

de bacilos)teníanaltos títulosde anticuerpos.

Enestudiosmásrecientesconanimalesexperimentaly naturalmenteinfectados

(Hannaet al., 1989,1992)sehacomprobadoqueal ser inoculadoscondosiselevadas,

existenalgunosanimalesquedesarrollanmúltipleslesionesy muerenal pocotiempo;

mientrasque hay otros que sólo presentanescasaslesionesconfinadasen ganglios

linfáticos o pulmón (situación similar a la encontradaen la mayoría del ganado

tuberculosonaturalmenteinfectado). Al reducir la dosis infectante se reduce la

gravedadde la enfermedady el númerode lesionesencontradas,aumentandoel

periodoentrela infeccióny la detecciónde Ac. En animalesinfectadosnaturalmente

seha demostradola existenciade unarelacióninversaentrelas respuestasinmunes

humoraly celular (Ritaccoet al., 1991).

Thornsy Morris en 1983 estudiaronla gamade respuestasinmunológicasen
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diferentesespeciesanimalesestableciendovarias categorías:10) Algunos animales

muy sensiblesa la tuberculosisbovina comoel tejón, el opossumo el hurónque

muestranunarespuestacelularmuydébil,permitiendola multiplicaciónincontrolada

de los bacilostuberculosos;20) En el extremoopuestoseencuentrananimalescomo

los monos,conejoso cobayasque tambiénsonmuy sensiblesa la enfermedady que

sin embargosecomportancomohipereactivosen las pruebasdeinmunidadcelular,

provocandocaseificacióny licuefacciónde los tejidos lesionadosy favoreciendoasí

la diseminaciónde M. bovis; 3) Animalesmásresistentesa la infecciónpor M. bovis

comoson la rata,el perro o la oveja,en los que los mecanismosde la inmunidad

celularessuficienteparacontrolarla infección.
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1.4.3 Control de la tuberculosis bovina mediantevacunación

Como resultadode una serie de medidasde control (vacunacióncon BCG,

pasteurizaciónde la leche,campañasde erradicaciónenel ganadobovino, etc...),así

como de las mejorasen las condicionesde vida, trabajo y dieta, la incidenciade la

tuberculosishumanadescendiópaulatinamenteduranteel siglo pasado.Fuedespués

de la introducción de la quimioterapiaantituberculosa,cuandolas cifras de esta

enfermedadseredujeronespectacularmente,y comoconsecuenciade ello sepredijo

queestaenfermedadseriatotalmenteerradicadadelmundodesarrolladoparael año *

2.000 (CDC, 1982). Debido a esteoptimismoreinantedurantelos años 1960-70,se

descuidaronlos programasde control epidemiológicoy los fondos destinadosa la
“5

investigación sobre esta enfermedad.Como consecuenciade todo ello, y para

sorpresade la comunidadmédicainternacional,hemosasistidoa un renacerde la

tuberculosis,con la consiguientepreocupaciónde las autoridadessanitariasen el

control de estainfección. *5:

La única vacuna disponible hastael momentoesla BCG (bacilo de Calmette-

Guérin),estavacunafue producidapor atenuacióniii vitro entrelos años1908 y 1918
*5’

de una cepabovina de M. bovis. Debido a la dispersiónde estacepaen diferentes

laboratorios del mundo se han originado una serie de cepas vacunales

microbiológicamenteheterogéneascon diferentes perfiles antigénicos,diferentes

capacidadespara producir reaccionesde hipersensibilidadretardada,y diferente
*5’

toxicidad (Newell y Hewinson,1995). Pesea la gran polémica que siempre ha

existido en torno asu aplicación,la BCG esla vacunamásutilizada enel mundo,y

se estimaqueaproximadamenteel 70 % de los niños del mundorecibenunadosis
-5

de la misma.Aunquela mayorpartede los paíseshanrecomendadola vacunación
$4

rutinaria conBCG,existenenormesdiferenciasenlasopinionesde los expertossobre
la dosisy el protocolode vacunaciónutilizado.

*5’,

En los numerososestudiosrealizadossobresu eficaciasehanencontradoun
*5

enormeabanicode resultados,desdeeficaciasdel O % (India) hastaresultadosdel80 “‘5

$4% (Reino Unido) (Finey Rodrigues,1990; Colditz et al., 1994).Las discusionessobre
-5

las razonesparatal variabilidad de resultadosaún continúan,y no seha llegado a —~

*5’

$4

$4
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un acuerdoal respecto.Entre las posiblescausasseaducen:

1) Diferenciasen las cepasvacunalesutilizadas:

Si se examinanlos datos de los diferentesexperimentos,se observaque

diferentesvacunashanproporcionadoresultadosidénticosenel mismo área,y que

por el contrario, al utilizar la mismavacunaen áreasdiferentesse han obtenido

resultadosdiscrepantes.Porello estarazónno esmuy convincente.

2) Diferencias regionales en la prevalencia de infecciones por otras

micobacterias:

Las especies ambientales de micobacterias pueden inducir protección

heterólogafrente a la tuberculosis,dificultando la evaluaciónde la eficacia de la

vacunaciónconBCG.Contraestahipótesissehacomunicadoque,envahosestudios,

no se han encontradodiferencias de protecciónentre individuos con moderada

reaccióna la tuberculinaantesde suvacunacióne individuostotalmentenegativos

a la prueba.

3) La vacunación con BCG es más eficaz en impedir la diseminación

hematógena(enfermedadprimaria progresiva)queen pararel crecimientode focos

locales(reinfeccióno reactivación).Estateoríaseve apoyadapor el hechode que,en

todos los ensayos,la vacunacióncon BCG es más eficaz en la prevenciónde

meningitisqueen prevenir otrasformasde tuberculosis.

4) Diferenciasgenéticasen la poblaciónvacunada:

Noexistenevidenciasrealesa favor deestahipótesis,y seha comprobadoque

en la poblaciónasiáticaresidenteen Inglaterrala vacunafunciona mejor que en la

misma poblaciónen su país de origen. Aún así se reconoceque puedenexistir

diferenciasgenéticasen la resistenciaa la tuberculosisentredeterminadapoblaciones

5) Diferenciasfisiológicasen la poblaciónvacunada,principalmenteedady

estadode nutrición.

6) Variaciones geográficasen las cepasde M. tuberculosiscausantesde la

enfermedad.

Lo más probable es que sean varios los factores que hayan propiciado la

variabilidadderesultadosenlos distintosestudios.Colditzet al. ensu controvertido
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meta-análisissobretodoslos ensayosrealizadoshastaahoracon BCG, concluyeque

la vacunacióncon BCG reducesignificativamenteel riesgode padecertuberculosis

activa. En su estudio,la cifra mediade protecciónfrente a la infección tuberculosa

fue del 50 %. La vacuna protege frente a la tuberculosis diseminada (78 % ‘5

protección),meningitis(64 %) y muerte(71 %). En esteestudioencontraron que la

edada la vacunaciónno era un factor significativo en la eficacia de la vacunay

fueronincapacesde cuantificarla duracióndel efectoprotectorde la vacuna.

$4

La tuberculosisbovina es una enfermedadcontrolable con los medios

diagnósticosde los quese disponeactualmente,si se instauraunabuenapolítica de

erradicación.Aún así,existensituacionesparticularesen los queestosesquemasde

controlno sonválidos;la primera de ellasesla existenciadereservoriossalvajesde

M. bovis que dificultan enormementeel control de la enfermedaden ciertasáreas,y

la segundaes la imposibilidadde establecerlos programasde “pruebay sacrificio”

en el ganadode los paísesen vías de desarrollo. En estas dos situacionesla

vacunacióncon unavacunaseguray eficazseríadegraninterésparala lucha contra

estainfección.

Conrespectoa la historia de la vacunacióndel ganadocon BCG, durantelos

años1920-40sehicieronbastantesensayos(Buddleet al., 1995) todosellos con una

seriede característicasen común:
* vacunaciónconaltasdosis(50-100mg)deBCG víasubcutáneao intravenosa.

* tras la inoculación experimental3 meses después de la vacunación,

generalmentese observabanciertos niveles de protecciónfrente al desarrollode

lesiones,pero los animalesseinfectabany sepodíacultivar M. bovis apartir de sus

tejidos.Quizásestasituaciónsedebíaa la utilización de dosiselevadasdel inóculo

por unavía queno erala natural paraM. bovis.
* parece ser que los animales vacunadosrespondían de forma muy

prometedoraa la infecciónnaturalporM. bovis,aunquela inmunidadlogradaerade

corta duracióny no semanteníapor revacunacionesposteriores.
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En GranBretaña,durantelos añosde 1940-50sellevaronacaboexperimentos

devacunaciónde ganadocon BCG enrebañosen los queseconocíala existenciade

tuberculosisy seconstatóque,comomedia,la vacunaciónprotegíaaun 25 % de los

animalesfrente al desarrollode lesionestuberculosas(O’Reilly y Daborn, 1995). En

Malawi (Elwood y Waddington,1972>en un experimentosimilar, sedemostróque

el ganadovacunadoeramásresistenteal desarrollode lesionesquelos controlesno

vacunados.En otro experimentoen Madagascar(Cheneauy Blancou, 1975) se

encontróquela vacunacióncon BCG conferiaentreun 18 y un 28 % de protección.

Comoresultadodeestosestudiosparecededucirseque trasla vacunacióncon BCG

sólo seconsigueunainmunidadprotectoraparcialde cortaduración.

Hoy en día los conceptosen estecampohanvariado y se reconoceque es

mejor la vacunacióncon bajadosisde BCG (í0~ ufc). Al vacunarcondosisbajases

másprobableque seinstaureunainmunidadcelularprotectora,mientrasque si se

vacunacon dosisaltas,seprima la respuestadetipo humoral conformación de Ac

no protectores.Se ha comprobadoquecadaindividuo tieneunumbral quemarcala

diferenciaentrela instauracióndeambostipos derespuestasinmunológicas.Otrode

los temasimportantesesla vía de inoculacióny pareceser quela vía intratraqueal

esla másadecuada.Buddleet al. en1995 encontraronquela vacunacióndel ganado

con unadosisbaja de BCG por estavía, eraefectiva en protegera un 50-70 % del

ganadofrente al desarrollode lesionestuberculosas.Variosautoreshandemostrado

que la estimulacióndel sistemainmunepor micobacteriasatípicasen animalesno

vacunadoses un factor de enorme importancia y que conileva a una gran

disminuciónen la eficaciade la vacunacióncon BCG.

Uno de los mayoresimpedimentosencontradosen la vacunacióndel ganado

conBCG esquelos animalesvacunadosdesarrollansensibilidada la tuberculinacon

lo que estapruebadeja de ser útil para el diagnóstico.Otro problemaes el de la

seguridadenel usode la vacuna,aunqueno existenevidenciasdequela vacunación

de ganadopreviamenteinfectadoprovoqueunaexacerbaciónde la enfermedado

induzca la excreción de M. bovis. Por último, tenemosel problema de cómo
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comprobarcuandosehaestablecidounarespuestainmuneprotectoraenun animal,

puestoque hay una tendenciaa considerarque la medida de las reaccionesde

hipersensibilidadretardada(DIII) sonun indicativo deprotección,sin embargono

esasí. El gradode protecciónno estácorrelacionadodirectamentecon la respuesta

DTH, y seha comprobadoquepoblacionesvacunadascon unaexcelenterespuesta

en la intradermoreacción,no mostraronningún grado de protecciónfrente a la

enfermedad(Finey Rodrigues,1990).Parecenexistir evidenciasdequelos antígenos

responsablesde la inducción de la inmunidad protectorason distintos de los

responsablesde las respuestasDTH (Newell y Hewinson,1995).

Actualmentesetrabajaenel desarrollodenuevasvacunasutilizandodiferentes
$45

estrategias:
* Vacunasde subunidadesy péptidossintéticos:

Aunque parececlaro que las vacunasvivas confierenun mayor gradode

protecciónque este tipo de vacunas,se ha comprobadoque medianteel uso de

algunasproteínasextraceluiaresde M. bovis (EJ. Ag 85) se puedeconseguircierto

grado de protección.Aún así se sabeque la respuestainmunológicaa antigenos

micobacterianosindividualesestágenéticamentepredeterminada(Bothamleyet al.,

1989), y quelos Ag protectoresparaciertos individuos, puedenno serlo paraotros.

De ello sededuceque serianecesariola utilizaciónconjuntade varios de estosAg

parala creaciónde unavacuna.
* Administraciónde BCG a baja dosis.

* Clonajede Ag en BCG:

Se basaen la introducciónde genesde M. bovis en BCG de forma que se

expresenlos Ag necesariosparaunainmunidadprotectora.
* Utilización de otros vectores atenuados que expresen antigenos

micobacterianosrecombinantes.
* ManipulacióngenéticadeM. bovis conel fin de generarmutantesatenuados:

Paraello seríanecesarioconocerlos factoresde virulencia de M. boris y un

mayordesarrollode la tecnologíaparamanipulargenesconcretosen estaespecie.
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A pesardel enormeesfuerzoinvestigadorque se está realizando,la mayor

parte de estaspropuestasestánaúnmuy lejos de ser realidadesy hoy por hoy la

única solución a corto plazo sería la optimización del uso (dosis, vía de

administración)de la BCG, o la introducciónde nuevosantígenosen BCG. Los

mecanismosdeinmunidadmásimportantesenla tuberculosissonlos debasecelular,

aunqueexistengrandeslagunasen la comprensiónde los mismos,y secree quela

inmunidad protectoranecesitade un delicadobalanceentre las funcionesde las

célulascolaboradorasy supresoras,por todoello el mecanismoapropiadodeacción

para unavacunaideal esaúndesconocido.



~~4

Introducción 58

1.5 DIAGNÓSTICO DE LA INFECCIÓN POR MICROORGANISMOS DEL

COMPLEJO M. tuberculosis.

1.5.1 Técnicas convencionales

1.5.1.1Observaciónde lesionese histopatologia

La detecciónde lesionesmacroscópicasen el examenpostmortemesun aspecto

importanteen el diagnósticode la tuberculosisbovina,y el diáguósticopresuntivo

de la enfermedadfrecuentementese realiza mediante esta vía. Las lesiones

tuberculosastípicaspuedenvariar en tamañodesde1 mm hastamásde 10 cm de

diámetro, y puede tratarsede lesioneslocalizadasen un ganglio linfático o de

complejosprimarios.
$4

No siempreesfácil diferenciarentrelesionestuberculosasy aquellascausadas

por actinomices,actinobacilos,nocardias,rodococos,estreptomices,neoplasiasy otros

granulomasno tuberculosos.Tammemagiet al. en 1973, en un estudio sobre la

etiología de lesionessospechosasde tuberculosis,encontraronque sólo un 81 % de

las lesionesmacroscópicassospechosas,son realmentelesionestuberculosasal ser

confirmadashistopatológicamante.Asimismo, varios autoreshan demostradolas

deficienciasde la inspecciónpostmortemen mataderoen la detecciónde animales

infectados(Comeret al., 1990).
-5’

La histopatologíaha sido empleadadurantemuchosañoscomo una técnica

excelente para confirmar el diagnóstico en aquellas lesiones sospechosasde

tuberculosis,y ha sido utilizada en las campañasde erradicaciónde variospaíses

(EEUU, Australia).

Los problemas que conllevan estas técnicasse derivan de que algunas

micobacteriasatípicaspuedenproducir lesioneslocalizadasquesonmacroscópicae
-5<

histopatológicamenteindiferenciablesde aquellascausadaspor M. bovis.Se creeque —

-5

la fuente de infección con estas micobacteriases ambiental, y nunca se han
comunicadocasosde transmisiónlateralo vertical. Estasinfeccionespuedencausar —

-5

-5,

$4

-5
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sensibilizacióna la tuberculinabovina,lo cualoriginaproblemasen los esquemasde

control de la enfermedad.Ademásde las micobacteriasatípicas,otras infecciones

como la actinobacilosis(Actinobacillus Iignieresii), actinomicosis(Actinomycesbovis),

botriomicosis (Staphilococcus aureus), nocardiosis (Nocardia spp), estreptomicosis

(Streptomycesspp) y las causadaspor Rhodococcusequi, puedentenerel aspecto

característicode una reacción granulomatosay pueden confundirse con una

tuberculosis.En muchasocasioneslos bacilosácido-alcoholresistentesson difíciles

de evidenciar(especialmenteen las lesionescrónicas)y es necesariaunabúsqueda

muy meticulosaparasu detección.

Las lesionesgranulomatosascausadasporM. bovis suelentenerel aspectode

un tubérculo con un área central de necrosisy con algún grado de calcificación,

generalmenteen el centrodel áreacaseificada.La zonacaseificadaestárodeadade

unazonade célulasepiteliales,con célulasgigantesdeLanghansenel margende la

misma;las lesionesantiguasa menudotienenunacápsulafibrosa.

Es importante resaltara modo de diagnósticodiferencial que las lesiones

causadaspor Rhodococcuspresentanmacrófagoscargadoscon cocobacilos gram

positivos. Las originadaspor Streptomyces/Nocardiapresentannumerosascélulas

gigantesdecuerpoextrañoy neutrófilosasociadoscon el áreanecrótica,y aquellas

debidasa ActinomyceslActinobacillus presentanfilamentosradiadosy colonias en

forma de bastón.

1.5.1.2Cultivo microbiológico

Debidoa las limitacionesde la histopatología,el aislamientoe identificación

deM. bovisapartir de las lesionesesunrequisitoindispensableparaun diagnóstico

certero de la tuberculosis, lo cual es necesario en los esquemasde control de la

enfermedad.Esto esespecialmenterelevanteen los casosenquela incidenciade la

enfermedadesmuy baja,comoesel casode “casi” todos los paíseseuropeos,norte

Américay Australia (enestoscasosla prevalenciade animalessin lesionesvisibles,

peropositivostrasel cultivo microbiológicopuedellegar al 10 %). El aislamientodel

agentecausales aúnla confirmación última de la infección, y por ello cualquier



Introducción 60

nuevométododiagnósticodebeser contrastadoconlas técnicasdebacteriología.

Han sidoaisladasnúcobacteriasa partir de fuentesambientales(suelo,polvo,

heces,agua),a partir de tejidos,fluidos del organismoy leche.

Parala confirmaciónde la infecciónporM. bovis generalmentesonnecesarios

unos2-3 meses.El cultivo convencionallleva asociados3 pasosbásicos:suspensión,

concentración,y descontaminaciónde las muestrasconácidos,álcalis o detergentes

conel fin deeliminarotrasbacteriasyhongosquepodríanimpedirel crecimientode

las micobacteriasde crecimientolento.

-5

Parael cultivo deestosmicroorganismossonnecesariosmediosenriquecidos

con suero,yemade huevouovoalbúmina.Estádescritoqueen los mediosconbase

de huevolascoloniastardanunamediade 35 díasen hacersevisiblesmientrasque

en aquellosconbasede agar,lo hacen4-6 díasantes.Los mediosdecultivo conbase

de huevo o de agar son mássegurosy efectivosque el uso de la inoculación en

animalesde experimentación.Se ha comprobadoque la sensibilidaddel cultivo

aumentaal incrementarel númerode tubosde cultivo usadospara cadamuestra,y

al incrementarla cantidadde material cultivado. Tambiénse ha observadoqueel

númerodecoloniasobtenidoenlos mediosconbasedehuevoesmayor,y queestos

mediosson menossusceptiblesa la contaminación.

La mayoríadeestosmediosde cultivo sehacenselectivosmediantela adición

de colorantes como el verde malaquita o el cristal violeta. También se han

desarrolladomediosselectivosconteniendodiferentesantibióticos(Mitchison et al.,

1973),aunqueseha detectadociertainhibiciónde lasmicobacteriasdel complejopor

estosantibióticos,por ello su uso se reservaa especírnenesmuy contaminados.Los

mediosselectivosconantibióticosquehandemostradomejoresresultadossonel agar

Mycobactoselconcicloheximida,lincomicinay ácido nalidíxico (Petrany Vera,1971),

y el Middlebrook7H11 conpolimixina E, carbenicilina,anfotericinaE y trimetropin

(Mitchison et al., 1972).

Los reactivoselegidosparala descontaminacióndebenejercerel mínimoefecto

sobrela viabilidad de las micobacteriasy al mismotiempo ser capacesde inactivar

al restode los microorganismoscontaminantes.
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Petroffen1915describióporprimeravezel usodelNaOHparadescontaminar

muestrasdeesputosantesde sucultivo ysumétodoha sidoampliamenteadaptado

parasu aplicacióna tejidos. Sin embargo,seha comprobadoqueel NaOHestóxico

tantoparalos contaminantes,comoparalasmicobacterias.En los estudiosdeKubica

et al., 1963; Krasnowy Wayne, 1966; Mitchison et al., 1972 y Vestal en 1975 se

demuestrala destrucciónde organismosdel complejoM. tuberculosisdespuésde la

exposiciónal NaOH, siendoM. bovis especialmentesensiblea los tratamientoscon

álcalis. Por todo ello debe vigilarse la concentraciónde NaOH utilizada (nunca

superioral 2 %) y el tiempode contacto(nuncasuperiora 30 minutos).Tacquety

Tison en 1961 describieronun método de descontaminaciónmediante el uso

combinadodel laurilsulfatode sodio al 3 % y el NaOHal 1 %.

Kubicaet al. en 1963describieronotra técnicaconel usodel agentemucolítico

N-acetil-L-cisteinaparala digestióny de NaOHal 1 % parala descontaminación.

Krasnowy Kidd en 1965 utilizaron el cloruro de benzalconiocomo agente

decontaminante,aunquelos hongosresistíanlos tratamientosconestasustancia.

Hastahoy el agentedescontaminantequeseconsideramenostóxico paralas

micobacteriasy especialmenteparaM. bovisesel clorurodehexadecil-cetil-piridinio

(HPC), serecomiendasu uso aconcentracionesdel0.075 al 0.75 % (enfunciónde la

contaminaciónde la muestra),y el tiempo de contactonunca debe excederde 60

minutos(Comery Trajstman,1988).Estedecontaminanteha sidotambiénutilizado

con éxito en la descontaminaciónde hecespara el cultivo de M. paratuberculosis

(Whippley Merkal, 1983),parapreservarmuestrasdeesputoantesdelcultivo deM.

tuberculosis(Smithwick et al., 1975),y paradestruirhongospatógenosen el esputo

(Philips y Kaplan,1976).

En aquellasmuestrasexcepcionalmentecontaminadases necesarioel uso de

agentesmás fuertes como el ácido oxálico al 5 % (Corper y Vyei, 1930) para la

inactivaciónde microorganismosdel géneroPseudomonasy coliformes.

Tammemagiet al. en1973encontraronquela sensibilidaddel cultivo respecto

a lesionesconfirmadashistopatológicamenteerade un 90 ~ Wood et al. en 1991

encontraronquesólo el 88 % de los animalesconlesionesmacroscópicassospechosas
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de tuberculosis,pudieronser confirmadoscomoinfectadoscon M. boris mediante

cultivo, y que sin embargoM. bovis se aisló a partir del 6,4 0/~ de los animales

positivos a las pruebasde inmunidadcelular pero sin lesionesvisibles. En otros

trabajosse ha estimadoque la sensibilidaddel cultivo en la prácticaes de 102

bacilos/mlde muestra(McFaddenet al., 1990).

1.5.1.3 Observacióndirectapor microscopia

*5

La preparación de improntas a partir del material caseosode la zona más

cercanaa la paredinternade la lesión,y sutinción conunatécnicade ácido-alcohol

resistencia,puedeser utilizado parael diagnósticopresuntivode tuberculosis.Las
*5

técnicasde tinción másutilizadasson: Ziehl-Neelseny Kinyoun (fucsinabásica),y

tinción defluorocromos(auraminafenolada).En las improntasteñidasconel método

de Ziehá-Neelsenlas micobacteriasdel complejoM. tuberculosissevisualizancomo *5.

-5bacilosrojos sobrefondo azul, de longitud media, y aisladoso en grupos; con la
*5’.

técnicadeauraminaaparecencomobacilosamarillobrillantesobreunfondode color

oscuro.
*5*

La técnicade Ziehí-Neelsenha sido el métodotradicionalpara demostrarla

existenciademicobacteriasen las improntas,aunquela principal dificultadquesurge
*55

al utilizar estemétodoesque se requierengrandesaumentos.Sin embargoal usar

tincionesdefluorescencia,laspreparacionespuedenserexaminadasabajosaumentos
-‘5

lo cual permiteexaminartoda la preparaciónen un tiempomuchomenor.Además,

los bacilosamarillo-fluorescenteson másfácilmentedetectablesque la bacilosrojos *5’

e
sobre fondo azul. La Unción clásica con auramina-Outiliza como colorante de —

contrasteel permanganatopotásico,la desventajade usarestecolorantees queno
*5

permiteidentificar la estructuradel tejido; estadificultad sesalva fácilmenteconel
*5’

usode fucsinabásicacomocolorantede contraste(Rowlett y Comer,1981).Aunque *5’

los microscopiosde fluorescenciason caros y es necesarioun aprendizajepara

examinarestas tinciones, el uso de las mismas reduceel tiempo y el esfuerzo

necesanosparael examende laspreparaciones,y los resultadosson tanfiablescomo
-5’

los obtenidosconla tinción de Ziehi-Neelsen(Huebneret al., 1993). e

-5’

*5”
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La microscopiaes un métodorápidopara detectarmicroorganismosácido-

alcohol resistentespero su sensibilidadno es muy elevada.Sólo detectacomo

positivasaquellasmuestrasen las queel númerode bacilossea mayor de 10.000

organismos/mi(Bates,1979).Segúnotrosautoresesnecesarioqueexistanmásde ío~
micobacterias/mlparasudetecciónporestosmétodos(Eisenachet al., 1988).Morris

et al. en 1993 en un estudio sobre el valor predictivo de la microscopiaen el

diagnósticode la tuberculosis,dedujeronquela sensibilidaddeestastécnicasessólo

del34 %, ypor lo tantonuncadebenserutilizadasparadecidir quemuestrasdeben

ser o no cultivadas.Otrode los problemasasociadosa las técnicasdemicroscopiaes

que no permitenla identificaciónde las especiesde micobacteriasimplicadasen el

proceso.

1.5.2 Pruebasinmunológicas

1.5.2.1 Pruebasparala detecciónde la inmunidadhumoral.

Durante los últimos años han sido evaluadaspruebasserológicasmuy

diferentesparala detecciónde la respuestainmunea la infecciónpor M. bovis.Entre

ellas se incluyen la pruebade hemoaglutinación(Middlebrook y Dubos, 1948; Choi

y Frost,1984),fijación del complemento(Vardamany Larsen,1962), inmunodifusión

en gel de agarosa(Richards et al., 1966; Blancou, 1972), hemoaglutinación-lisis

(Middlebrook,1950),inmunofluorescenciaindirecta(Leppery Pearson,1975),caolín-

hemoaglutinación(Zaki et al., 1980),etc...Ningunadeellasfueronlo suficientemente

sensiblesy específicascomoparasustituir a la intradermotuberculinización.

DiversosELISA (enzymelinked immunosorbentassay)han sido usadosparael

diagnósticode la tuberculosisen el hombre(Nassauet al., 1976; Zeiss et al., 1982;

Gómez-Mampasoet al., 1991). La sensibilidadencontradapara estaspruebasen

humanosfue del 48 al 85 %.

Más recientementelas técnicasde ELISA hansido utilizadaspor múltiples

grupos en el diagnóstico de la tuberculosis bovina, tanto en infecciones
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experimentales(Ihoenet al., 1984;AuerySchleehauf,1988; Hannaet al., 1989;Ritaco

et al., 1990; Harboeet al., 1990), comoenpruebasde campo(Auer, 1987; Ritaccoet

al., 1987, 1990; Plackettet al., 1989; Dowling y Schleehauf,1991; Fifis et al., 1992;

Woodet al., 1992). DiferentesELISA hansidoutilizadostambiénparael diagnóstico

de la tuberculosisen tejones(Morris et al., 1979), ciervos(Griffin et al., 1991), focas

(Cousins,1987) y animalesexóticos (Ihoen et al., 1980; Haagsmay Eger, 1990).

Duffield en 1990 desarrollóunELISA parala deteccióndirectadeM. bovisentejidos

animalesobteniendounasensibilidaddel 47 % respectoal cultivo.
$4

Los ELISA no handadoresultadosdignosde confianzacomoparasu uso en

la rutina diagnóstica;como una constanteen todos los casos,las sensibilidades

encontradashan sido sólo moderadas,con cifras entre el 15.3 % (Dowling y

Schleehauf, 1991) y el 73 % (Ritacco et al., 1990). Una de las observaciones

interesantesen el transcursode estosestudiosesquepareceexistir unacorrelación

entreun incrementoenel título de Ac y la severidadde la infección (Wallaceet al.,
e’:

1968; Lepperet al., 1973).

Varios autores han encontrado una marcada relación inversa entre la

inmunidadde basecelular (reaccionesde hipersensibilidadretardada)y la de base

humoral(títulosde Ac) enel trascursode la tuberculosisbovina(Plackettet al., 1989;

Harboeet al., 1990;Ritaccoet al., 1991).Por ello se hapropuestoel usodeun ELISA

deforma complementariaa la IUTE, conel fin dedetectaranimalesanérgicosen los

casosde enfermedadavanzada,en los que hay sospechade falsos negativosa la

IDIE (aún sabiendoque la especificidaddel test no es muy elevaday que se

sacrificaríanreactoresfalsospositivos a la pruebade ELISA) (Plackettet al., 1989;

Harboeet al., 1990). Grilfin et al. en 1991 confirmó la ideade quelas pruebaspara

detecciónde Ac son másefectivasen el diagnósticode aquellosanimalesque se

encuentranen fasesproliferativasde la enfermedad(animalesquesuelenser IDTB

negativos). Sin embargo,en un reciente estudio se encontró que los animales

anérgicosen dos pruebasdiferentespara medida de la inmunidad celular eran

tambiénnegativosen un ELISA para detecciónde Ac (Wood et al., 1992).

Otra de la limitacionesqueprovocanunabaja sensibilidaddel ELISA, esla
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existenciadeun intervalodetiempoentrela infeccióny la seroconversión,conlo que

los animalesen estadiostempranosde infección no son detectados.

En numerososestudiosseha constatadola detecciónde altosvaloresen los

ELISA en aquellosanimales infectadoscon M. bovis que han sido sometidosa

intradermoreacciónconPPDbovina (Ritaccoet al., 1990;Harboeetal., 1990;Dowling

y Schleehauf,1991),sin embargoen los animalesno infectadosla inyeccióndePPD

bovinano parecetenerinfluenciaen el titulo de Ac detectado(Thoenet al., 1984).

El gran inconvenientede las pruebas serológicasson los fallos en la

especificidaddebidoprincipalmentea reaccionescruzadascon otrasmicobacterias.

Los valoresdeespecificidadencontradosporlos diferentesautoreshanestadoentre

el 96,4 % (Wood et al., 1992), 94,1 % (Ritaccoet al., 1990), 60 % (Fifis et al., 1992) y

el 52,6 ~ (Auer, 1987).

Los antígenosutilizadosparalas pruebasde ELISA hansidode muy diverso

origen, desdeantígenoscrudos (PPD, sonicadosde M. bovis tratadoscon calor,

filtados de cultivo etc...) hastaantígenossupuestamenteespecieespecíficos(MPB7O).

En ningúncasosehanobtenidoresultadosque recomendasenla utilizaciónde las

pruebasserológicasen el diagnósticorutinario de tuberculosis.Cuandose utilizan

antígenoscrudossereflejaun inaceptablenúmerodefalsospositivos,porel contrario

cuando se utilizan antígenosmás específicosse mejora la especificidad pero

disminuyeconsiderablementela sensibilidad.

Harboeet al. en1990desarrollaronun ELISA parala detecciónde anticuerpos

frente al antígenoMPB7O (especifico de M. bovis). Estos autoresencontraronque

aunque la sensibilidad de la prueba era insuficiente para su uso con fines

diagnósticos,el riesgo de reaccionesfalsamente positivas era muy pequeño.

Observacionessimilaresfueron hechaspor Wood et al. en 1992 en unapruebade

campocon 1.362 animales,demostrandoque la sensibilidadde un ELISA para la

detecciónde Ac frente a MPB7O era sólo de un 18,1 %; es decir que aunquela

especificidadde la técnicasemejoracon estosantígenos,la sensibilidadde la misma

disminuyeconsiderablemente.Al contrarioque Harboeet al., Wood et al. en 1992

encontraronque, en condicionesde campo, el nivel de reaccionescruzadasal
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antígenoMPB7O es mayordel que originalmentese pensó,obteniéndosecifras de

especificidaddel 96,4 a/o. La fuente de estos falsos positivos es aún desconocida,

aunquesesabeque algunasbacteriascomoNocardia asteroidesmuestranciertogrado

de reaccióncruzadaaesteantígeno(Harboey Nagai,1984).

1.5.2.2Pruebas para la detecciónde la inmunidad celular

La detecciónde la inmunidaddebasecelular (hipersensibilidadretardada)es

el métododiagnósticomásfrecuentementeusadoparadetectarla tuberculosis.

Existen 2 gruposde pruebasparaeste fin, pruebasin vivo y pruebasiii vitro.
$4’Enlas primeraslos antígenos(micobacteriasenteraso subproductos)soninyectados
-5

subcutáneamenteo intradérmicamentepara posteriormentemedir la respuestadel

animal en la zona. La respuestatambiénpuede ser medida itt vitro mediantela
-5

medidadel gradode reactividadde los linfocitos frentea los antígenos.
-5

4,

La intradermotuberculinización (IDTB) simple ha sido aceptada
universalmentepara detectar la tuberculosisen el ganado y se utiliza en los —

-5

programasde erradicaciónde la enfermedad. —

La tuberculinamásutilizadahoy en día esla PPD(Punffied Protein Derivative), —

-5

aunqueel uso de la tuberculinaHCSM (Heat ConcentratedSyrztheticMediuin) está

tambiénpermitidoen la UE (Unión Europea).En varios estudiossehancomparado
-5

diferentesdosisdePPDen pruebasde campoy seha visto quelos valoresóptimos

estánentre 0.2 y 0.4 mg de PPD bovina (Lepper et al., 1979a,b). Cada lote de

tuberculinaproducidodebeserprobadoenanimales,y comparadoconun patrónde
-5.

referenciaparala determinaciónde su potencia(Directiva 80/219/EEC). -,

*5,

-5

Actualmenteseutilizan 2 tipos de pruebastuberculínicas:
$4

a) Prueba intradérmica simple o IDTB: estaprueba puede llevarse a cabo en
-5

la región cervical (Europa)o en la regióncaudal(NorteAmérica, Australiay Nueva
-5

Zelanda),y se ha demostradoque la sensibilidadde la pruebaes superior si el
antígenoseinocula en la zona cervical (Franciset al., 1978; de Kantor et al., 1984), “5

-5

$4

op

‘5.
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aunquela lecturade la mismaesmásincómoda.

La directiva 80/219/EECde la Unión Europearecogelas instruccionespara

la inyeccióne interpretaciónde estaprueba:

Dosis: 0,1 ml (2.000UnidadesComunitariasde Tuberculinao CTU)

Lugar de inyección: límite entrelos terciosmedioy anterior del cuello.

Lectura: 72 horaspost-inyección.

Interpretación: menorde 2 mm, negativo.

entre2 y 4 mm y sin síntomas,dudoso

mayorde 4 mm, positivo.

Intervalomínimo parala repeticiónde la prueba:42 días.

En la literatura se han publicado diferentes ensayospara calcular la

sensibilidady especificidadde estaprueba.Los valoresde sensibilidadestánentre

el 95.6% (Lepperet al., 1979a,b),el 72 % (Franciset al., 1878) y el 68 % (Wood et al.,

1991). La especificidadestuvoentreel 98.8 % (Franciset al., 1978) y el 85 0/ (Lepper

et al., 1979a,b).

b) Prueba intradérmica simple comparativa: esta prueba se utiliza

extensivamenteenel ReinoUnido e Irlanda,debidoa queun 6-12 % de los animales

en estas áreasmuestransensibilizacionesinespecíficasa la pruebaintradérmica

simple(Lesslie et al., 1975). Paraello seinoculanintradérrnicamenteen el cuello y

separadas12,5cmentresí, tuberculinabovina(2.000CTIJ) y tuberculinaaviar (2.000

]iU); de forma que si la reaccióna la PPD aviar es mayorque a la PPDbovina se

consideraal animalcomo sensibilizadofrentea micobacteriasatípicas.

Aunque existenpocos datossobresu utilización, se ha comprobadoquela

técnicaesmuy específica(99 %) paradetectarfalsosreactoresa la IDIE simpleen

rebañoslibres de tuberculosis(Lesslieet al., 1975; Roswurmy Konya, 1973), y su

sensibilidadseencuentraentreel 77 (deJonghy Ekdahl, 1969)y el 95 0/ (O’Reilly y

Mcclancy, 1975).

La principal limitaciónde la pruebatuberculinicaesla existenciade fallos en
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la sensibilidad(falsosnegativos)quesondebidosavariosmotivos(Monaghanet al.,

1994):

1) El ganadorecientementeinfectadono muestrareactividadhasta30-50 días

post-infección.

2) Existen animalesenestadode enfermedadgeneralizadaqueno responden

a la prueba.

3) Utilización de tuberculinasdebaja potenciao mal conservadas.

4) Fallos en la utilización de las jeringas multidosis con la consiguiente

inyecciónde dosismenoresa las recomendadas.

5) Períodode desensibilización:Radunzy Lepperen 1985 encontraronque

después de la inyección intradérmica de PPD bovina se producía una

supresiónde la reactividaden la pruebatantoa la PPDbovinacomoa la aviar

y quepara recuperarsela sensibilidadoriginal erannecesariosal menos60

díasdesdela inoculación.

6) Estados de inmunosupresiónpostparto o por malnutrición: ha sido

demostradoque existe una marcada depresión en la respuestaa la

intradermoreaciónenlos primeros14 díasdespuésdelpartoy quela respuesta

vuelve a los nivelesoriginalesa las 4-6 semanas(Kerr et al., 1946).

7) Lecturasincorrectaso fallos en la identificaciónde los animales.

8) Variacionesdebidasa la subjetividadde la lectura.

9) Enmascaramientointencionadode la reacción medianteinyección de

fármacosinmunosupresores.

Estosfallos en la sensibilidadde la técnicaoriginanqueun cierto númerode

animalesenfermosquedensin detectaren los rebaños,siendoesta situaciónun

inconvenientegraveparala erradicaciónde la enfermedad.

$4,

Aunque la especificidadde la pruebatuberculínicaes generalmentealta, a

vecessepresentan fallos en la especificidad(falsospositivos) de la prueba, que se

atribuyena la sensibilizacióncon micobacteriasdiferentes de M. bovis (Comery

Pearson,1978; Kettereret al., 1981).Paradetectarestosfallos sepropusoel usode la

prueba comparativa. Las principales especies que intervienen en estas
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sensibilizacionesinespecíficasson: M. avium subespecie paratuberculosis(infección o

vacunación),M. avium(contactoconavesinfectadas),micobacteriasatípicas(presentes

enel suelo,agua,pastosy tractodigestivode los herbívoros)y el agentedesconocido

productorde la tuberculosiscutánea.

Otra desventajade estapruebaesque suutilidad parapredecirla presencia

o ausenciade enfermedadno dependesólo de la sensibilidady especificidadde la

técnica,sino tambiénde la prevalenciade la enfermedaden la población.Cuanto

mayorseala prevalencia,mayorprobabilidadexistedequeun resultadopositivosea

indicativo de enfermedad;pero cuandoel nivel de la infección desciendeen la

población, aumentala proporciónde animalesfalsos positivos que no muestran

indicios de enfermedad(Monaghanet al., 1994).

Lasreaccionesdehipersensibilidadretardadatambiénpuedenmedirsein vitro,

así la pruebade transformaciónde linfocitos ha sido utilizada para detectar la

inmunidadcelularenel ganado(Outteridgey Lepper,1973; Muscoplatet al., 1975),

ciervos(Griffin et al., 1991)y tejones(Morriset al., 1978).Estapruebaparecesertan

sensiblecomola IDIE (aunqueno más)y no planteaproblemasde falsos positivos

(Muscoplatet al., 1975).Estastécnicassonextremadamentetediosasy lentas,ya que

requierenla separaciónde los linfocitos sanguíneos,su incubaciónen complejos

medios de cultivo, y el uso de reactivosradioactivospara detectarel nivel de

proliferacióncelular. Todo ello haceque suutilización comounapruebade rutina

paratestarlos miles de animalesinvolucradosen unacampañade erradicación,sea

inviable. Aún asísu uso ha sido propuestocomo unaherramientapoderosadentro

del llamadoBTB (NewZealand Bload test), setrata de unapruebamixta dentrode

la cual se induyenla realizaciónde transformaciónde linfocitos, medida de la

producciónde Ac (ELISA) y medidadel nivel de cofactoresde inflamación(ICF),

todo elio en muestrasde sangre.A pesarde su precioprohibitivo el ElE ha sido

utilizadoparael diagnósticode la tuberculosisenciervosconunasensibilidadmayor

del95 ~/oy unaespecificidadsuperioral 97 %. La sensibilidadpuedeincrementarse

si seutiliza conjuntamenteconla IDTB.
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La liberaciónde linfoquinas a partir de linfocitos 1 estimuladospuedeser

medidadirectamente.Una deestaslinfoquinasesel gamma-interferón(GIFN) el cual

intervieneen los mecanismosde defensafrente a la tuberculosisya que es un

activadordel metabolismode los macrófagos.Los niveles de GIFN circulantesen

animales sanos son prácticamentenulos, sin embargocuando se instaura una

respuestade tipo celular específicafrente a un determinadoantígeno,susniveles

aumentanespectacularmente.

Wood et al. en 199Gb describieronun ensayobiológico in vitro para el

diagnóstico de la tuberculosisbovina basado en la detección de GIFN. Con

posterioridadseprodujerony caracterizaronunaseriede Ac monoclonalesfrente al

GIFN bovino (Wood et al., 1990a)y se desarrollóun ELISA para la detecciónde

GIFN liberadodespuésde la estimulaciónin vitro conantígenostuberculínicosde los

linfocitos sensibilizados(Rothel et al., 1990).
-5

Joneset al. en 1992 encontraronque un elevadoporcentaje(42,4 %) de los

suerosde animalesno infectadosreaccionabanpositivamenteal ELISA descritopara

la captura de GIFN (Rothel et al., 1990). En su trabajo demostraronque estas

reaccionesinespecificaseran debidasa la presenciaen los suerosbovinos,de Ac

heterófilosconafinidadporlos Ac monoclonalestanto decapturacomodedetección

de la pruebade ELISA; y solventaronel problemadiluyendo1/2 los suerosbovinos

con PESsuplementadocon caseínaal 1 ~/o tween 20 al 0,05 % y sueronormal de

ratón al 5 %. El suero de ratón actuabacomo absorbentede los Ac heterófilos

eliminandoasí la reaccióncruzadacon los Ac del ELISA.

Rothelet al. en1992establecieronlascondicionesidealesparael cultivo de las

sangresantesdel ELISA paradetectarGIFN, encontrandoque esnecesariorecoger

la sangreen heparina(los demás anticoagulantesinhiben la reactividad de los

linfocitos), y que éstadebeser mantenidaa temperaturaambientehastasu cultivo.

El cultivo debe realizarseen presenciade, al menos,20 pg/rnl de PPD en las

primeras8 horastrasla recogidade la muestra,y las sangresdebenincubarsea3TC

en atmósferahúmeda durante 16 horas. Para cada localización geográficaes

convenienteutilizar tuberculinaslocales;Goriaet al. en1993enunapruebadecampo

enItalia demostraronqueexisteun 20 % dediscrepanciasenlos resultadosobtenidos
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en la pruebadependiendode la utilizaciónde tuberculinasaustralianaso italianas.

En unapruebade campoenAustralia(Wood et al., 1991) con 6.754 animales

procedentesde rebañoscon tuberculosislos valoresde sensibilidadparala técnica

de detecciónde GIFN fuerondel 77-94 a/o, frentea cifras del 65.6 0/ encontradosen

la mismapoblaciónpara la IDTB. En un estudioposteriorcon 1.362 animales,la

sensibilidaddel CIEN fue del 81,8 %, frente a un 68,1 % de la 111)18 (Wood et al.,

1992).MásrecientementeestatécnicasehaevaluadoenIrlandaenunapoblaciónde

6.220animalesprocedentesderebañosinfectados,encontrándoseunasensibilidaddel

86 % parael GIFN y del 79 % parala IDTB (Monaghanet al., 1995). En un trabajo

similar realizadoen Irlanda del Norte sobre una población de 94.562 animales

procedentesderebañosinfectadosseestimóquela sensibilidadparael GIFN eradel

79,64 % y entreel 57,5 y el 85 % parala IDIE dependiendodel esquemausadopara

sulectura(Neilí et al., 1995).Aunqueningunade las dospruebas(CIEN o IDTB) fue

capazde detectara todos los animalesinfectados,la sensibilidadse mejora con su

uso conjuntoalcanzandovaloresmediosentreel 95 % (Wood et al., 1991) y el 97 %

(Monaghanet al., 1995).

La especificidad de la prueba de CIEN calculada en 6.337 animales

procedentesde rebañoslibres de tuberculosisfue del 96-98 % (Wood et al., 1991).

Monaghanet al. en 1995, sobreunapoblaciónde 923 vacasprocedentesde rebaños

libres de la enfermedadencontraronque la especificidadparael CIEN eradel 94,2

%, y Neill et al. en1995, sobre904 animaleslibresde la enfermedadencontraronuna

especificidaddel 97,68 %.

La 1018y la pruebade liberacióndeCIEN nomidenexactamentelos mismos

aspectosde la infeccióny por ello existe un porcentajede animalespositivosa una

de la pruebasy sin embargonegativos a la otra, no encontrándoseaún una

explicaciónparaestehecho.

La 1018 esmássimple y másbarataque la pruebade CIEN, sin embargo
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ademásde las mejorasen la sensibilidady especificidad,la técnicade detecciónde

GIFN ofreceunaseriedeventajassobrela IDIE: los resultadosestándisponiblesen

24 horas,los animalesno tienen que estar controladosdurantelos 3 días que se

requierenparala IDTB (lo cual causaimportantespérdidaspor stressen aquellos

animales criados en extensivo), y la prueba puedeser utilizada de una forma

comparativasi seusanantígenosbovinos (PPD bovina)y aviares(PPD aviar).
-5

Ir

Existenaúnseriasdudassobreel efectode la intradermoreacciónen la prueba

de liberaciónde GIFN. Rothelet al. en 1992 encontraronquela inoculaciónde PPD

no ejercía ningún efecto sobre los niveles de CIEN detectadosen animales no

infectados.Perosin embargo,en los animalesinfectados,despuésde la realización

de la pruebatuberculínicaseobservabaunamarcadasupresiónen la liberaciónde

CIEN y la respuestano retornabaa los nivelesoriginaleshasta59 díasdespuésde la

intradermoreación.Por esemotivo recomendabanno realizarla pruebade CIEN

hasta,al menos,59 díasdespuésde la IDIE. Sin embargo,Buddle et al. en 1994

encontraronque sólo erannecesarios10 díasdespuésde la IDTB para recuperarla

reactividaden la pruebade CIEN. $4’

Plackett et al. en 1989 utilizando un ELISA para la detecciónde Ac eran

capacesde identificarun grupodeanimalestuberculososnegativosa la IDTB. Wood

et al. en 1991 demostraronque unapruebapara detecciónde Ac no era capazde

detectaraningúnanimalinfectadoqueno hubierasido ya detectadoporlas pruebas

de immunidadcelular (IDTB y/o CIEN) y quela sensibilidadde estaspruebasera

considerablementesuperiora la de las pruebasserológicas.En esteestudio(Wood

et al., 1991) vieron que los casosde animalesanérgicosa laspruebasde immunidad

celular no se debían a tuberculosisgeneralizadas,sino a otros factores como

malnutrición, gestacióny alto nivel de stress.Ha sido demostradoque a las 2-4

semanasdespuésdel parto los niveles de CIEN detectadosretornan al estado

preparto(Buddle et al., 1994).Recientementeseha vuelto a ponerde manifiestola

utilidaddelCIEN enla deteccióndeanimalestuberculososnegativosala IDTB (Neilí

et al., 1994b).
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Aunque seha demostradola existenciade epítoposespecíficosparaM. bovis

en proteínascomo MPB7O, su valor prácticoen pruebasdiagnósticases dudoso

debidoa la diversidadgenéticade la respuestainmuneen los animalesinfectados.

Estosintentosen aumentarla especificidadde la pruebasdiagnósticasoriginanuna

disminuciónen la sensibilidadde las mismaslo cual esinconcebibleenel marcode

unacampañade erradicación.

1.5.3 Técnicasmolecularesen el diagnósticode la enfermedad

Enla última décadaseha producidoun sustancialavanceenel diagnósticode

la tuberculosisconla introducciónde nuevosmétodosdediagnóstico,identificación

y tipificación, queson un reflejo de la nuevatecnologíadisponibleen el campode

la biologíamolecular.

1.5.3.1Sondasde ADN

Comofue comentadopreviamente,la identificaciónde micobacteriaspor los

métodosbioquímicosconvencionalesesun procesolento y laborioso,recientemente

seha descritoel usodesondasdeADN marcadasconel isótopo1251 parala detección

de microorganismospertenecientesa los complejos M. tuberculosis y M. avium-

intracelulare (Drake et al., 1987;Gonzálezy Hanna,1987;Musial et al., 1988;Peterson

et al., 1989); la aplicaciónde estossistemasrequiereinstalacionespara trabajarcon

radioactividadlo cual limita su uso.

Comoalternativasehandesarrolladolasmismassondasmarcadasconésteres

de acridiio (Arnold et al., 1989; Goto et al., 1991). El uso de estassondasfue

evaluadopor Lebrunen 1992, viéndosequesu sensibilidady especificidaderadel

100 %; aunqueen recientescomunicaciones(Saubolleet al., 1993; Stockmanet al.,

1993;Butleret al., 1994)sehanidentificadocepasdeM. terraey M. celatumquedaban

resultadosfalsospositivoscon lassondasAccuProbe(GeneProbe)parael complejo

M. tuberculosis.

Estetipo desondassonútilesenla identificaciónde los aisladosde los citados
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complejos,se trata de sondasde ADN que reconocenel ARN ribosómico y se

encuentrandisponiblescomercialmente(GenProbeCorporation)perosusensibilidad

esinaceptableparasu uso directo sobremuestraclínica (Faoet al., 1988).

o”

1.5.3.2Reacciónen cadenade la polimerasa(PCR)

La Reacciónen cadenade la polimerasa(PCR) fue utilizadapor vez primera

en1985 (Saiki et al., 1985)y fue descritacontal nombrepor Mullis y Faloonaen1987.

Esta técnicapermite la amplificación de secuenciasespecíficasde ADN que se

encuentrenacotadaspor oligonucleótidosespecíficosdenominadoscebadoreso

iniciadores.Mediantesu uso esposibledetectarmaterial ‘diana” que estépresente

sólo en cantidadesdel orden de picogramos (Oste, 1988). Es una técnica

extremadamentesensibley específica(dependiendode los iniciadoresusados).Para

su aplicación fue fundamental el descubrimiento de una ADN polimerasa

termoestable(Kornberg,1955)capazdeelongaral cebadorunidoasusecuenciadiana

específicamediantela incorporaciónde nucleótidosa suextremo3’.
Ir

Para la aplicación mediantela PCR es necesarioconocer con detalle la

secuenciaque se deseaamplificar, para poder sintetizar los oligonucleótidos

cebadoresde la reacción, aunqueno es necesarioque la secuenciaque se quiere

amplificar seencuentreiicialmentepresenteenformapura,sinoquepuedetratarse

de unafracciónmenorenunamezclacomplejadeADN (Ej: un fragmentode un gen

en todo un genoma).Para la optimizaciónde la reacciónde PCR es necesariala

titulación de susdiferentescomponentescomo:ADN polimerasa,MgCl2, cebadores

y DNA diana.La temperaturadehibridaciónesotrode los parámetroscríticos en la

reaccióny debe ser fijada cuidadosamente.Con el fin de evitar amplificaciones

inespecíficasno esaconsejablequeel númerode ciclos de amplificaciónexcedade
Ir

35.

Las técnicasde PCRhansidousadasen áreasbásicasde investigacióncomo

el clonaje(Scharfet al., 1986) y la secuenciación(Wonget al., 1987),pero tambiénen

el desarrollode pruebasdiagnósticas(Kwok et al., 1987; Olive, 1989; Moser et al.,
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1989; Van Eys et al., 1989) y en cienciasforenses(Beroldingenet al., 1987).

Debido al lento crecimientode estosmicroorganismos,en la mayorpartede

los laboratoriosde micobacteriologíase hanintroducidoen la rutina diagnósticael

usodetécnicasdeamplificacióndeADN parala identificaciónrápidade los aislados

del complejo M. tuberculosis. Estas técnicastambién han sido ensayadasen el

diagnósticomediantesuaplicacióndirectaamuestrasclínicas(esputos,tejidos,sangre

etc).

Enlos últimosañossehanutilizadodiferentesdianasenlasmicobacteriaspara

su amplificaciónpor PCR,entrelas principalesseencuentran:

#AntígenoMPB7O:mediantela amplificacióndefragmentosdeesteelemento

es posible la detecciónespecíficade micobacteriasdel complejo M. tuberculosis

(Cousinset al., 1991; Wilton y Cousins,1992; Cousinset al., 1992).

# 1S6110,1S986 o 1S987:esteelementosólo ha podido ser detectadoen las

micobacterias del complejo M. tuberculosis, aunque recientementehan sido

encontradosalgunosaisladoscarentesde esteelementorepetitivo (Eisenachet al.,

1990;Thierryet al., 1990a;Brisson-Noelet al., 1991; Eisenachet al., 1991;Plikaytis et

al., 1991; Savicet al., 1992; Victor et al., 1992; Buck et al., 1992; Veringa et al., 1992;

Kolk et al., 1992; Folgueiraet al., 1993; ClarridgeIII et al., 1993, Wilson et al., 1993;

Shawaret al., 1993; Liébanaet al., 1995).

# ISYOS1: el rango de hospedadoresde esta secuenciade inserción está

restringidoa los miembrosdelcomplejoM. tuberculosis(Collins andStephens,1991;

Van Soolingenet al., 1992a).

# Ag 38 KDa: setrata de un fragmentogenómicoespecíficoparael complejo

M. tuberculosis(Sjbbring et al., 1990).

# Ag MPB64: la amplificación del gen que codifica para esteelementoes
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específicaparalos integrantesdel complejoM. tuberculosis(Manjumathet al., 1991;

Shankaret al., 1991; Cormicanet al., 1992).

# Antígeno 65 KDa: El PCRbasadoen la amplificacióndesecuenciasdeADN

pertenecientesal Ag 65 KDa permitela detecciónde cepaspertenecientesal género

Mycobacterium(Hanceet al., 1989; Fao et al., 1990; De Wit et al., 1990; Brisson-Noel

et al., 1991; Pierre et al., 1991; Ghosseinet al., 1992). Mediante una hibridación

posterior con sondas especificas que hibridan selectivamentees posible la

identificacióndevarias especiesmicobacterianas(Hanceet al., 1989).Recientemente

Telenti et al. en 1993 describieronotra formade diferenciarentreespeciesmediante

la digestióncon enzimasde restricciónde los productosobtenidostras la PCR.
$4..

$4:

#Ag 85 KDa: estegenescomúnatodaslasespeciesdelgéneroMycobacterium,

sin embargomediantePCR falló su amplificación en algunascepasde M. avium,

M.gordonae,M. malmoense,M. chelonaey M. xenopi(Soii et al., 1992; Fauville-Dufaux

et al., 1992).

# Gen dnaJ: Takewaki et al. en 1993 desarrollaronuna reacción de PCR

específicapara el géneroMycobacteriumy se diseñaronsondaspara la posterior

hibridación de los productos de PCR capacesde identificar a los complejos

M. tuberculosis,M. avium, M. intracellulare y M. kansasii.

#ARNr 165: la moléculadelAlINr 16S(constituyentedelribosomabacteriano)

esunamoléculamuy conservadaentodaslasespeciesbacterianas,conraroscambios

en su secuenciaen determinadasposiciones.Sin embargola localizaciónde estos

cambiosesespecíficaparaun grupode especieso especiedeterminada(Crayet al.,

1984). Estaespecificidadde la secuenciadelARNr 165 y la informacióncontenidaen

la mismapermiteel análisisfiogenéticoy la identificaciónde especiesunavez que

sehadeterminadosusecuencia(Woese,1987).Mediantela amplificaciónpor PCRdel

genquecodifica paraestamolécula(Edwardset al., 1989; Wilson et al., 1990) y su

posteriorsecuenciacióny análisis,puedenidentificarselas regioneshipervariablesque
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songénero,grupoo especieespecíficas.MedianteestesistemaBóddinghauset al. en

1990definieronunaseriedeoligonucleótidosespecíficosparael géneroMycobacterium

y para varias de sus especies,demostrandoque la amplificación por PCR de

determinadassecuenciasdel ADNr 16S proporcionaunavaliosaherramientaen la

deteccióne identificaciónde micobactenas.

# Regionesespaciadorasdelos genesribosómicos:mediantela amplificación

y posteriorsecuenciaciónde la regiónespaciadoraentrelos genesparael ARNr 165

y 325 se demostróque esta secuenciaes idéntica para todos los miembros del

complejoM. tuberculosis;deestemodosediseñóunaparejade iniciadoresespecíficos

paraestegrupode micobacterias(Glennonet al., 1994)

# mtp4O: estefragmentogenómicofue definido comoespecie-especificopara

M. tuberculosispor Farraet al. en 1991. Este gencodificapara unaproteínade 13.8

KDa específicade la especie M. tuberculosis y puede tener importancia en la

elaboraciónde pruebasparala identificaciónde la misma.Los oligonucleótidosPT1

y PT2 que correspondena los nucleótidos9 al 25 y 385 al 401, fueron deducidosa

partir de su secuenciay seusaroncomoiniciadoresen una reacciónde PCR (Del

Portillo et al., 1991).

Los valores de sensibilidadobtenidosal aplicar las técnicas de PCR al

diagnósticodirecto sobremuestrasclínicashumanas(esputos)hanosciladoentreel

55,9 % (Soini et al., 1992), el 86 ~ (Clarridge 111 et al., 1993), y hasta valores

superioresal 90 % (Wilson et al., 1993; Savic et al., 1992). En todos los casosla

especificidadde la técnicaha sido muy alta aunqueseha puestode manifiestola

necesidadde preveniral máximolas posibilidadesde contaminacióncruzadaentre

las muestrasmedianteunaclara separaciónen las diferenteszonasde trabajoy con

la inclusiónde controlesnegativosde extraccióny de reacción.

En el casode la tuberculosisbovina, con la aplicacióndel PCR a muestras

tisularesla sensibilidadde la técnicafue deun 71,4 % (Liébanaet al., 1995).Se han

realizadoestudiospreliminaressobrela aplicaciónde la técnicaamuestrasde sangre
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(Barry et al., 1993)pero aúnno seconocentrabajosamayor escala.

Plikaytiset al. en 1991 propusieronunmétodobasadoentécnicasmoleculares

para diferenciarentreM. bovisy M. tuberculosis.El métodoqueproponensebasaen

la amplificación por PCRde la secuenciade inserción156110y en la estimacióndel

númerode copias presentadasde esteelemento.El criterio que proponenpara la

diferenciaciónes el hechode que M. tuberculosispresentaun elevadonúmerode

copiasdeesteelementomientrasqueM. bovisy M. bovisBCG sólollevan1 o 2 copias

del mismo.Recientesdescubrimientosde cepasdeM. bovis conelevadonúmerode

copiasde 1S61?10y de cepasde M. tuberculosiscarentesde la citada secuenciahacen

quela especificidaddeestapruebano seaadecuadaparasu usoen la identificación

de aislados.
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1.6 TIPIFIcACIÓN DE AISLADOS DE M. bovis MEDIANTE ANÁLISIS DE

POLIMORFISMOS GENÉTICOS.

M. bovisesaúnunode los agentescausantesde enfermedadesinfecciosasmás

importanteen la industria ganaderade muchospaíses.Debidoa que es capazde

infectaraunagranvariedaddeespecies,tantodomésticascomosalvajese inclusoal

hombre,hay una grannecesidadde definir los principalesreservoriosy lasrutasde

transmisiónentreellos (Huitema,1988).Unadelasherramientasmaspoderosaspara

el estudiode la epidemiologíade las micobacteriaspatógenasesla diferenciaciónde

cepas.Ni las diferenciasfenotípicas(Barrow, 1981) ni la fagotipia (Crawfordy Bates

1984) permiten una discriminación suficiente entre cepas para su uso en la

epidemiologíade M. bovis, por ello se ha recurrido a la utilización de técnicas

genéticas de tipificación. Estas técnicas, basadas en diferencias genéticas

(polimorfismosdel ADN), estánsiendoaplicadascadavez con mayor frecuenciaa

estudiostaxonómicose investigacionesepidemiológicas.

1.6.1 Análisis de polimorfismos genéticos por Restriction Fragment Length

Polymorphism(RFLP).

El descubrimientode las enzimas de restricción ha sido el hecho más

importanteen el desarrollode la biología molecular,desdeaquel momentosehan

desarrolladomúltiples técnicasavelocidadesvertiginosas.Lasenzimasderestricción

fueron usadaspor primera vez para caracterizary tipificar cepasde Leptospira

(Marshalletal., 1981);estatécnica,antesconocidacomoBIlENDA (BacterialRestriction

£nzimeDNA Analysis),ha sidousadadesdeentoncespor multitud de investigadores

enla caracterizacióny tipificación debacterias,virus y parásitos.Hoy en díase la

conocecon el nombrede Restrictionfragmentlength polymorphism(RFLP) del AUN

genómico,tambiénllamadoREA (RestrictionEndonucleaseAnalysis).

El REA hasidoutilizado conéxito por variosautoresparatipificar aisladosdel

compl~o M. tuberculosis (Collins y De Lisle, 1984, 1985, 1987; Collins et al., 1986,

1988).Con estatécnicasepuedenestablecerun gran numerode tipos paraM. bovis,
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y los patronesde restriccióngeneradossonlo suficientementeestablesenel tiempo

y puedenrelacionarseconáreasgeográficasdeterminadas(Collinset al., 1986, 1988),

lo cualpermitesuaplicaciónenepidemiología.El REA hasidoutilizadoenel estudio

de la transmisiónde la infecciónentreganadoy possums(Collins et al., 1986, 1988)

y en estudiosdebrotesde IB en gatos(De Lisle et al., 1990) y focas (Cousinset al.,

1990, 1993a).Sin embargoparasu aplicaciónsedebenanalizar,al menos,3 enzimas

por cadacepay senecesitaun gran poderde resoluciónen las electroforesisde los

geles para poder poner de manifiesto las ligeras diferencias entre ]os patrones

(Cousinset al., 1993a y b). Además,la comparaciónde los patroneses dificultosa

debido al gran númerode bandasque se generan.Todo ello complica el análisis

cuandosemanejaun gran númerode aislados.

La técnicapuedemejorarsesi seconsiguequesólo se pongande manifiesto

los fragmentospolimórficos de restricciónmedianteel uso de sondasespecíficas

dirigidas a determinadasregiones. La transferenciade fragmentosde ADN a

membranasde nitrocelulosao nylon mediantecapilaridado vacío,y el desarrollode

las técnicasde hibridación conADN ha posibilitadoun estudiomásdiscriminativo

de los RIZ’LP permitiendoel estudiode genesindividuales.

Stull en 1988 propusola utilización de una sondade amplio espectroen

estudiosdeepidemiologíamolecular,estasondaconsistíaenARN ribosómicode E.

coN. La técnica,llamadaribotipificación, presentala ventajade utilizar una sonda

comúnque se encuentrarepetidaun cierto númerode vecesen el genomade la

mayoría de especiesbacterianas(Romaniuk, 1987; Stull, 1988; Snipes,1989), esta

simplicidad permite su aplicación en cualquier laboratorio siendomás fácil su

estandarizacióny la comparaciónde resultadosobtenidosen diferenteslugares.

Desafortunadamenteestatécnicano puedeaplicarsea la tipificacióndemicobacterias

ya que las micobacteriasde crecimientolento poseensólo unacopia del genparael

ARNr (Bercovieret al., 1986; Suzuki et al., 1987).

En las cepaspertenecientesal complejoM. tuberculosisse hanidentificado5

diferenteselementosgenéticosquecontribuyena la diferenciaciónentrecepasy que

puedenser útiles en estudiosepidemiológicos.Dos de estosson las secuenciasde

inserción156110e 1S1081,y los otros tresson secuenciascortasrepetitivasde ADN
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que se encuentranintercaladasen el genoma.La función precisade todas estas

secuenciarepetitivases aúndesconocida.

La secuenciaISÓIIO, 15986 o 1S987 es un miembro de la familia 153 de

elementosde inserción,sehansecuenciado3 copiasde estasecuenciay entreellas

sólo difieren en unaspocasbases(Thierry et al., 1990a y b; McAdam et al., 1990;

Hermanset al., 1991).Esta15 tieneunalongitud de 1.361 pb y ensusextremosposee

repeticionesinvertidas de 28 pb (con 3 basesde error). Fue descritacomo una

secuenciaespecíficade las especiesdel complejo M. tuberculosis, aunqueen un

recienteestudioseencontróhomologíaentre1S6110y 6 cepasdeMycobacteriumspp

utilizandounatécnicadeNestedPCR; y nuestrolaboratoriocomunicóla amplificación

por PCR con los oligonucleótidosespecíficos]INS-1/]NS-2, de un fragmentode

tamañocompatiblecon el esperadoparaISÓIIO, en una cepade M. ulceransy una

cepadeM. gilvum (Liébanaet al., 1996).Debido al númerodecopiastanvariablede

esta IS y a quelos lugaresde integraciónen el genomason tambiénvariables,las

cepasepidemiológicamenteno relacionadasmuestranun alto gradodepolimorfismo

en los fragmentosde restricciónquecontienena la secuencia(Hermanset al., 1990b;

Caveet al., 1991; Mazureket al., 1991; Mendiolaet al., 1992).

Estospolimorfismossedebenpresumiblementea la capacidadpotencialde la

IS para“moverse”o cambiardeposiciónenel cromosomasin demasiadapreferencia

por el lugar de integración(Hermanset al., 1990ay b, 1991). La transposiciónde

ISÓIIO originala duplicaciónde unasecuenciacortaenel lugar de integraciónenel

genoma(McAdamet al., 1990)yestastrasposicionessonla basede los polimorfismos

entrecepas.El extremadamentealto gradode polimorfismosobservadocon156110

dentrode lascepasdeM. tuberculosisparecesugerirquesetratede unelementomuy

inestable con una gran movilidad en el genoma. Sin embargose cree que la

frecuenciadetransposiciónesrelativamentebaja,yaquenuncaha sidoobservadala

transposicióndeesteelementoduranteprolongadosperíodosde cultivo in vitro o de

crecimientoin vivo (Hermanset al., 1990b;Van Soolingenet al., 1991; Rastogiet al.,

1992).

Las cepasdeM. tuberculosisy M. africanumgeneralmentepresentanmúltiples
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copias(hasta19) en diferentesregionesdesu genomay seha comprobadoque esta

15 esun excelentemarcadorpara la diferenciaciónentrelas cepasde M. tuberculosis

(Van Embdenet al., 1992). Las cepasde M. bovis procedentesde animalessalvajes

(antílopes,monos,focas etc...) y de cabras(Gutiérrezet al., 1995) llevan también

múltiplescopiasde 156110 (Van Soolingenet al., 1994).Sin embargolas cepasdeM.

bovisaisladasdeganadobovino,M. bovis BCG, asícomolas de M. tuberculosisdeAsia

y A.frica sólo suelenllevar unacopia de 156110 y generalmenteen un mismolugar

de su genoma(en un fragmentode restricciónpor Pvufl de 1,9 kb), lo cual limita su

uso en la diferenciaciónde las mismas. Recientementeha sido comunicadala

existenciadecepasde la India carentesdeesteelemento(VanSoolingenet al., 1993;

Yuen et al., 1993; Liébanaet al., 1996).

La inmensamayoríade las cepasdel complejoM. tuberculosisquellevansólo

una o dos copiasdel elemento,lo hacenen un determinadolocus del cromosoma

(regiónDR) quepuedeser consideradocomoun lugar preferenteparala integración

deestasecuencia(Hermansetal., 1991).Pareceserqueaunquela secuenciamantiene

su capacidadde “saltar” desdeeste locus,no lo hacetanfrecuentementecomodesde -.

otraslocalizaciones.Van Soolingenet al. en 1993 investigaronvariascepasasiáticas

deM. tuberculosisnorelacionadasepidemiológicamentey queconteníansólo2 copias

de 156110;todasellas llevabanlas copiasen fragmentosde restricciónpor PvuJ¡ de
$4

idénticotamañoy sinembargosemostraroncomocepasdiferentesal ser analizadas

conotrosmarcadoresgenéticos(DR, PGRS),esteresultadopodríasugerirque quizás
Ir

existe un segundositio preferentede integraciónpara 156110 en el cromosoma
Ir

micobacteriano.
Ir.

Se hacomprobadoque156110esun excelentemarcadorparala diferenciación
$4’

entrelas cepasde M. tuberculosisque son multicopiaparaesteelemento,y ha sido *

$4

utilizado en estudiosepidemiológicosen la investigación de varios brotes de
$4,

tuberculosis,comprobándoseque los patronesobtenidos de cepasrelacionadas -‘

*epidemiológicamentesonsimilaresy que sin embargoexisteunaenormediversidad
$4’

de tipos de RFLP en cepassin relaciónepidemiológica(Hermanset al., 199Gb; Otal
$4”et al., 1991; Mazuireket al., 1991; Van Soolingenet al., 1991, 1993;Van Embdenet al.,
e

1992, 1993; Daset al., 1993).Sin embargo,variosautoreshandemostradoqueel uso e

$4

$4

*

$4
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de esta15 como sondano permite la diferenciaciónentre las cepasde M. bovis

aisladasde ganadobovino,asi comoM. tuberculosisdeAsia y Africa quesólosuelen

llevar una copia de 1561:10(Collins et al., 1993; Cousinset al., 1993b; Van Seolingen

et al., 1994).

La segundasecuenciade inserción1S1081,descubiertapor Collins y Stephens

en 1991, estáigualmentepresenteen todaslas especiesdelcomplejoM. tuberculosis.

Estasecuenciaestárelacionadacon la 15256de Staphylococcusaureus,su longitud es

de 1.324 pb. Poseeextremosconsecuenciasrepetidase invertidasde 15 pb, asícomo

secuenciasrepetitivasquelo flanquean.Al contrarioque con 156110,el númerode

copias de esta IS en el genomaesbastanteconstante(de 5 a 7) y los lugaresde

inserciónen el cromosomason tambiénsimilaresde unascepasa otras.Recientes

estudioshandemostradoque151081 no esde gran utilidad en la epidemiologíade

la tuberculosis(VanSoolingenet al., 1992a,1993;Collins et al., 1993),aunqueM. bovis

BCG puedediferenciarsedel restode las especiesdelcomplejoM. tuberculosisya que

en estaespecieapareceespecíficamenteuna copia de ISIOBI en un fragmentode

restricciónpor PvuII de 8 kb.

Ademásde las mencionadasIS (secuenciasde inserción)existentres tipos de

pequeñoselementosrepetitivosasociadosconlos polimorfismosdelADN dentrodel

complejoM. tuberculosis y que son: MPTR (Major Polymorphic TandemRepeat)

(Hermanset al., 1992),DR (Direct Repeat)(Hermanset al., 1991),PGRS(Polimorphic

GC RichRepeat)(Rosset al., 1992).

Los MPTR son secuenciasde 10 pares de basesrepetidasen tándem e

invariablementeseparadaspor espaciadoresde unalongitud de 5 pb. Dado quelas

secuenciasrepetitivasson ligeramenteheterogéneasen secuenciase las denominó

como tándem mayor de repeticionespolimórficas (MPTR). Estas secuenciasse

encuentranpresentesen los miembros del complejo M. tuberculosis, excepto

M. africanumy tambiénaparecenenM. gordonae,M. kansasii,M. asiaticum,M. gastri
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y M. szulgai. El uso de los MPTR (Major Polymorphic Tandeni Repeat)en estudios

epidemiológicosfue investigadopor Hermanset al. en 1992, demostrandoqueeste

elementorepetitivo no es útil en la tipificación de aisladosde M. tuberculosispor

RFLP pero si lo esen aisladosde M. gordonaey M. kansasii.

Los DR son secuenciasde 36 paresde basesdirectamenterepetidasque se

encuentranintercaladasen la región de ADN que flanqueaa la 156110y queestán

separadaspor espaciadoresde AUN conunalongitud de36 a 41 paresde bases.El

conjunto de secuenciasDR está localizadoen un solo ¿ocus del cromosomay el

númerode DR varíaen las diferentescepasdelcomplejoM. tuberculosis.Hermanset

al. en 1991 mostraronqueaproximadamenteel 85 % de las cepasde M. tuberculosis

que investigaron,llevaban una o dos copias de 186110 en la región DR del

cromosoma,por ello el locus DR estáconsideradocomoun lugar preferenteparala

integraciónde la 186110y pareceser queesta15 no tiene la capacidadde moverse

desdeestaregión tan fácilmentecomolo hacedesdeotraslocalizacionesgenómicas

(Hermanset al., 1991).La utilidad de los DR (Direct Repeat)comosondasenel RFLP

para la diferenciación de micobacteriasha sido estudiadarecientemente(Van

Soolingenetal., 1993,1994),y sehanmostradoútiles tantoencepasdeM. tuberculosis

como en cepasde M. bovis.Pareceser quelos polimorfismosexistentesentrecepas

enestaregiónsedebena fenómenosderecombinaciónhomólogaentreDEs cercanos

o distantes(Groenenet al., 1993)

Los PGRS son secuenciaspolimórficas repetitivascortasde unos 24 pb

separadaspor espaciadoresde longitudesvariables.Se encuentranpresentesen, al

menos,30 copiaspor genomay aparecenen lasespeciesdelcomplejoM. tuberculosis,

M. kansasii,M. gastri y M. szulgai. Al contrarioquelos DR que estánlocalizadosen

un solo locus, los PCRSestánpresentesenvarios loci cromosómicosen cadauno de

los cuales existen múltiples copias de la secuencia.Han sido secuenciados2

segmentoscromosómicoscadaunodeellosconmúltiplescopiasy conunaestructura

diferente(Rosset al., 1992; Doranet al., 1993).Los PGRS (PolimorphicGC RichRepeat)

hansido utilizadoscon éxito parael estudiode la epidemiologíade M. bovis (Ross
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et al., 1992; Cousinset al., 1993 a y b; Van Soolingenet al., 1994) obteniendo

resultadosmejoresquelos encontradosconla sondaDR. Los mejoresresultadosse

obtienenconel usodeAZul parala digestióndelADN genómicoy sondasdirigidas

a la secuenciadePGRS.Losfenómenospor los queseoriginanlos polimorfismosde

estaregiónson aúndesconocidos.Aunqueno existendatossobre la estabilidadde

los patronesgeneradosconPGRS,ciertosestudiossugierenqueessimilar a la de los

patronesde 156110 (Dwyer et al., 1993) y que por ello son bastanteestables(Van

Soolingenet al., 1994).

Se ha comprobadoque ciertos elementosrepetitivos de ADN son más

inestablesque otros, esto abre la posibilidad de utilizar a estos elementoscomo

“relojes molecularesdiferenciales”para determinarlas distanciasevolutivas entre

cepasdel complejoM. tuberculosisy parececlaroqueel pasodel “reloj” 151081esmás

lento que el de los “relojes” 156110,DRs y PGRSs.Un factor quehacedifícil utilizar

a las 15 paratal fin esel hechode la fuertedependenciaexistenteporun determinado

locus parala transposición;sin embargolos DEs, MPTRS y PGRSspodríanser más

útilesen la medidacuantitativaderelacionesevolutivasya quelas reorganizaciones

causadaspor estoselementosseproducende unaforma totalmentealeatoria(Van

Soolingenet al., 1993).
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1.6.2 Reacción en cadena de la polimerasa mediante emparejamiento aleatorio

(RAPD).

El RFLP esta ampliamentereconocidocomo útil para el estudio de la

epidemiologíade la tuberculosis,sin embargorequiereel uso de ADN purificado,

una restricciónenzimáticay i.ma transferenciade los fragmentosobtenidosa una

membranapara su posterior hibridación con la sondaapropiada.Este procesoes

largo,por ello seriade granutilidad encontrartécnicasmasrápidasy sencillas.

La técnica RAPD (RandomAmplffication of Polymorphic DNA) descrita por

primeravez por Wiliiams et al., 1990; estábasadaen la utilizaciónde uno o varios
$4iniciadoreselegidosal azarparaunareacciónde PCRcon unabaja temperaturade
$4emparejamiento,de estaforma se favoreceun elevadonúmerode unionespoco

específicasde los iniciadoresy por lo tanto se generanmúltiples productosde
$4

amplificación. La técnica es rápida, requieremenos ADN que otras, y para su

aplicaciónno esnecesarioconocercaracterísticasespecialesdel genomaa estudiar. —.

$4

Estatécnicahasidoutilizadaenla tipificación demicroorganismosdevariosgéneros: $4

Crnnpylobacter(Mazurier a al., 1992), Candida (Lehmannet al., 1992), Streptococcus

(Versalovicet al., 1993), Listeria (MacGowanet al., 1992), Lactococcus(Cancillaet al.,

1992), Helicobacter(Akopyanzet al., 1992),Haemophilus(Myers et al., 1993),etc... La —

$4

técnicade RAPOestambiénútil enestudiosfiogenéticosy puedeser utilizadapara —<

construirmapasgenéticosenuna variedadde especies(Williams et al., 1990).
$4:

La aplicaciónde la técnica a microorganismosdel complejo M. tuberculosis —

(Palittapongarnpimet al., 1993;Lintonet al., 1994;Aranazet al., 1995) hademostrado
$4

su utilidad en la tipificación rápida de estasespecies,aunquela técnica presenta

gravesinconvenientesya queexistenmúltiplesfactoresqueafectana la repetibilidad

de los resultadosobtenidos(Linton et al., 1994;Aranazet al., 1995) y por tanto es $4

difícil la comparaciónde resultadosentre diferentes laboratorios. Mediante su *

aplicación se ha podido establecer grupos de aislados relacionados
*

epidemiológicamenteen la especieM. tuberculosis (Palittapongarnpimet al., 1993;
rLinton et al., 1994).
$4

$4

$4

$4

Ir,

$4

$4
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¡.6.3 Polimorfismos en la región de repeticiones directas (DVR

spooligotopificación).

Recientementeha sido descritauna técnica rápida mediantePCR para la

tipificación de micobacteriasdel complejo M. tuberculosis conocida como DVR

spooligotipificación(Groenenetal., 1993).Estábasadaenlospolimorfismosexistentes

en un sólo locus del cromosoma,la región DR, que se encuentrasólo en

microorganismosdel complejoM. tuberculosis.

Unacepacontienemuchosespaciadoresdiferentes,la mayoríade ellos están

presentessólounavez en la regiónDR, pero algunosaparecendos vecesseparados

bienpor un sólo DR o por variosDRs y otrosespaciadores.Cuandosecompararon

las regionesDR de varias cepas,sevio queel ordende los espaciadoreses casi el

mismoen todaslas cepaspero con delecciones/insercionesde DRs y espaciadores.

Pareceser quelos mecanismosimplicadosen estospolimorfismosson dobles,por

unapartela existenciaderecombinacioneshomólogasentreURs próximoso distantes

y por otra mecanismosde delección,duplicacióne inversiónqueocurrenasociados

a la transposiciónde la 1S67110(Groenenet al., 1993).

La técnicasebasaenel análisisde secuenciasdeamplificacióngeneradaspor

PCRen la regióndeDR, estassecuenciasconsistenenconsecutivosoligonucleótidos

5’ que contienena los diferentesespaciadoresque separana los DR. Medianteel

análisis de estassecuenciasse puedencalcularlas relacionesfilogenéticasentrelas

diferentescepas. La técnicapuedeaplicarsedirectamentea muestrasclínicas sin

necesidadde contarcon ADN purificado.
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1.6.4 Utilización práctica de la tipificación en la epidemiología de M. bovis.

La técnicadeRFLP ha sidoy estásiendoutilizadadeunamanerarutinariaen

estudiosepidemiológicosde tuberculosishumanaproducidapor M. tuberculosis;

mediantesu aplicación se han estudiadobrotes de la enfermedad,infecciones

nosocomiales,transmisiónentre enfermos de SIDA, y diseminaciónde cepas -

multiresistentes(Caveet al., 1991; Beck-Saguéet al., 1992; EdJin et al., 1992; Fischl et

al., 1992). Sin embargo,hastael momento,sólo seha realizadoun limitado número

de estudiosde epidemiologíamolecularde M. bovis,entreellos y con el objetode
$4

resaltarla utilidad de estastécnicaspuedendestacarse:
$4

* MedianteRFA se demostróen NuevaZelandaqueexiste relaciónentreel

tipo de aisladoy la procedenciageográficadel mismo, pudiéndosede este modo —

estableceráreasen lasquela enfermedaderaendémicay dondeestabaproducidapor

un tipo determinadode cepa(Collins et al., 1986).

$4

* Con la mismatécnica y en el mismo país se demostróque los possum —

$4

actuabancomoreservoriosalvaje de la enfermedadparael ganadobovino(Collins

et al., 1988). Asimismosedemostróla trasmisiónde cepasdesdetejonesal ganado

en Irlanda (Collinset al., 1994).
$4’

$4
* La técnicade RFLP con los elementos¡56110,DR y PGRSha sido utilizada -,

por variosautoresen estudiosepidemiológicosdeM. bovis,y seha mostradoútil en
$4

la demostraciónde la transmisióndel agente(Cousinset al., 1993a),la identificación
$4

del origen de brotes de infección tanto en animales como en el hombre (Van
a

Soolingenet al., 1994),y en la localizacióndeposiblessubpoblacionesdeM. boviscon
$4

mayorespecificidadpor ciertasespeciesanimalescomofocas (Cousinset al., 1993a;
$4

Romanoet al., 1995) o cabras(Gutiérrezet al., 1995).
$4

*

$4

$4

$4’

$4,

$4

$4

$4:

‘$4
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Debidoa lo prometedordeestosestudios,la mayoríade los paísesen los que

la tuberculosisbovinaestápróxima asuerradicación,estándirigiendosusesfuerzos

a la creación de una base de datos en la que se almacenenlos tipos de RFLP

representativosde las cepas causantesdel problema. La utilización de una

metodologíaestandarizadapermite la comparaciónde los tipos encontradosentre

distintasbasesde datos,pudiendoenun futuropróximo localizarsecon exactitudy

rapidezel origen de unacepa.
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11.1 OBJETOE INTERÉS DEL TRABAJO.

La mayoríade lasmuestrastisularesremitidasparael aislamientodeM. bovis

contienenuna flora microbiana acompañante.Estas bacteriasy hongos podrían

enmascararcon su crecimientoa M. bovis,el cual comoya seha comentado,es un

crecedorlento. Por ello es necesariala descontarrúnaciónde los especímenescon

ácidos,álcalis o detergentesantesde su cultivo.

El gradode contaminacióny las especiesde contaminantespresentesen las

muestrasvarían mucho según la naturalezade la muestra y según su origen

anatómico y geográfico. Por ello no es posible recomendar el uso de un

descontaminanteparasu aplicaciónuniversal,ya quesu eficaciava a dependerasu

vez de los citadosfactores.Los reactivoselegidosparala descontaminacióndeben

ejercerel mínimoefectosobrela viabilidadde lasmicobacteriasy sinembargodeben

ser capacesde destruir completamentela flora contaminante.Como ya hemos

comentado,M. bovisgraciasasuparedlipídica, tieneunamayorresistenciaaciertos

agentesdesinfectantesque el restode las bacterias,lo cual es aprovechadoparala

descontaminaciónde las muestrasen lasquesehayapresente.Hastael momentono

seconoceningún agentedesinfectanteque carezcapor completode toxicidadpara

M. bovis. Los tratamientosactualmentemás extendidosen los laboratoriosde

micobacteriologíason:el métododedescontaminaciónpropuestoporTacquety Tison

en 1961,basadoenel usocombinadodel laurilsulfatode sodio (SOS)al 3 % y NaOH

al 1 %, y el tratamiento con cloruro de hexadecil-cetil-piridinio (HPC) a

concentracionesdel 0.075 al 0.75 0/ en función de la contaminaciónde la muestra

(Comery Trajstman,1988).

El objetivo de estetrabajo ha sido establecercual de los dos tratamientos

ofrece un mejor resultadoen el primoaislamientode M. bovisa partir de tejidos

bovinosbajo las condicionesde nuestrolaboratorio.Ademáslos tratamientosde

descontaminaciónsehancomparadoen paraleloconla utilizaciónde 2 mediosde

cultivo: medio de Liiwenstein-Jensencon piruvato y medio de Coletsos

(bioMérieux,España).
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11.2 MATERIAL Y MÉTODOS

r

11.2.1 Muestrassometidasal estudio

En esteestudioseprocesaron224 muestrastisularesbovinas(ensu mayoría

ganglios linfáticos) procedentesde ganadosospechosode tuberculosis(positivos a

intradermotuberculirúzacióny/o a liberaciónde GIFN). De estas224 muestras,148

presentaronlesionesmacroscópicasde aspectotuberculoso.

Las muestrasse recogieronen un mataderodonde los animales fueron

examinadossiguiendounatécnicade rutina (Comeret al., 1990).En su mayoríalas

muestrasfueron seccionadasbajo las condicionesde mataderoparala detecciónde

posibleslesiones,lo cual nos hacíapreverun alta cargamicrobianaen las mismas.

Los especímenesasírecogidos,se colocaronen contenedoresestérilesy seenviaron

al laboratoriodondese mantuvieroncongeladasa -800C hastael momento de su

cultivo. —

11.2.2 Bacteriología

Siemprequefue posible,las muestrassedividieronenporcionesigualesy una

de lasmitadessemantuvocongeladapararealizarun análisisconfirmatorioen caso

de necesidad.Todaslas muestrassedescongelarona 40C y seprocesaroncomo se

indica a continuación:Los especímenesse disecaronde grasay tejido conectivo

medianteunatécnicaestéril (encabinabiológica BIO-IIIB y conmaterialestéril).Dos

porcionesde aproximadamente2 g de tejido (procedentede áreascon lesiones

cuandoestasexistían,o de áreasrepresentativasescogidasal azar en el casode

muestrassin lesionesvisibles) sedesmenuzaronfinamentecon ayudade un bisturí

estéril. Uno de los dosalícuotasse descontaminóconNaOH/SDSy el otrocon1-WC.

1) Descontaminacióncon NaOH/SDS:

Los 2 gramosde tejido desmenuzadofueron homogeneizadosdurante15

minutoscon3 ml deaguaultrapuraestérilenun stomacher(ESELtd.). Seguidamente
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sesepararon2 ml del homogeneizadoa un tubo de centrífuga,al cual sele añadió

3 ml de la solucióndescontaminante(NaOHal 1 %, SDSal 3 %), despuésdemezclar

por agitaciónfuerte, la mezclaseincubéenreposodurante30 minutosa temperatura

ambiente.Unavez transcurridoel tiempodecontacto,la muestradescontaminadase

neutralizóconácido ortofosfóricoal 8,75%, utilizandopúrpuradebromocresolcomo

indicador de pH (color violeta en condicionesbásicasy amarillo en condiciones

ácidas). Seguidamentela muestra se concentrépor centrifugacióna 3.500 rpm

(centrífuga SIGMA 3-10) durante 30 minutos, se eliminó el sobrenadantepor

decantacióny seprocedióa la siembradel sedimentoa razónde0,25ml por tubode

cultivo.

2) Descontaminacióncon HPC:

Los 2 gramosde tejido desmenuzadofueron homogeneizadosdurante 15

minutoscon 10 ml de aguaultrapuraestéril en un stomacher(PSE Ltd.). Todo el

homogeneizadosetransvasóa un tubo de centrífugaal cual se le añadió10 ml de

una solucióndeHPC al 0,75 %, estamezclafue incubadaenagitaciónfuertedurante

30 minutos.Posteriormentela muestraseconcentrópor centrifugacióna 3.500 rpm

(centrífuga SIGMA 3-10) durante 30 minutos, se eliminó el sobrenadantepor

decantacióny seprocedióala siembradelsedimentoutilizandoparaello escobillones

de algodónestériles.Cadatubo sesembró3 vecesconinóculo recogidode la forma

indicada.

Parala siembradecadamuestraseutilizaron 1 tubo demediodeLówenstein-

Jensenconpiruvatoy 1 tubode mediode Coletsos,ambosde bioMérieux,España.

Los tubosseincubarona37Cenatmósferaaerobia,y seexaminaronparaver posible

crecimientoa los 5, 7 y 10 díasy despuéssemanalmentehastalos 4 meses,período

al cabodel cual si no se observabacrecimientola muestra se clasificabacomo

negativa.Las colonias sospechosasde ser micobacteriasse examinabanmediante

tinción deZiehl-Neelsen(Carleton,1967)y supertenenciaal complejoM. tuberculosis

secomprobabautilizandoel PCRmúltiple paralos genesARNr 165/MPB7Odiseñado

por Wilton y Cousinsen 1992.
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11.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultadosobtenidos en cultivo microbiológico de las 224 muestras

tisularesestudiadasserecogenen la Tabla 1.

*

Tabla 1. Resultado del aislamiento de M. bovis a partir de tejidos utilizando

diferentescombinacionesde tratamientode descontaminación/mediode cultivo.

Número de

positivos

Número de

negativos

Número de

contaminaciones

HPC/Coletsos 114 53 57

HpClLbwenstein 118 60 46

NaOH-SDS/Coletsos 64 49 111

NaOH-DSD/Ldwenstein 78 66 80

TOTAL 374 228 294

Los resultadosdel tiempomedionecesarioparael primoaislamientoen los

distintosmediosy conlos diferentestratamientosdedescontaminaciónse recogenen

la Tabla 2.

Tabla2. Tiempomediode crecimiento(en días) parael primoaislamientode

M. bovis.

Coletsos Lówenstein-Jensen

HPC 30,6 35,5

NaOHISDS 40,8 44,8

La Tabla 3 refleja la eficacia comparada de los tratamientos

descontaminaciónestudiados.

e.

*

de
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Tabla 3. Valoración de los tratamientos NaOl-IJSDS versusHPC en la

descontaminaciónde muestras tisulares.

N0 de muestras contaminadas

tras el tratamiento con

NaOHISDS pero no con HPC.

N0 de muestras

contaminadas tras el

tratamiento con HPC pero

no con NaOH/SDS.

Coletsos 65 12

Ldwenstein 52 18

Los resultadosmostradosindican que con la utilización de ¡-WC como

descontaminantese consigue un 20 % más de cultivos positivos que con el

tratamientoconNaOH/SDS.Asimismo,el riesgodecontaminaciónduranteel tiempo

del cultivo fue un 19,64 % inferior al descontaminarlas muestrascon HPC. Los

resultadosdenuestroestudio,asícomolos obtenidosenestudiossimilarespor otros

autores(Comery Trajstman,1988;Comeret al., 1995), recomiendanel uso del HPC

ya que, hastael momento,es el agentedescontaminanteque se consideramenos

tóxico paraM. bovis.Aún asíestedetergenteestambiéntóxico paraM. bovisy nunca

debeserutilizadoaconcentracionessuperioresal 0,75%, y el tiempodecontactocon

la muestranuncadebeexcederde 60 minutos(Comer,1989).Otrade las ventajasde

la descontaminaciónconHPC frenteal NaOH/SDSesque el métodoesmássimple

y rápidoy no serequiereel pasode neutralización.

Varios estudios(Kubicaet al., 1963; Krasnowy Wayne,1966; Mitchison et al.,

1972 y Vestal, 1981) han puestode manifiestola destrucciónde organismosdel

complejoM. tuberculosisdespuésde la exposiciónal NaOH.M. bovis esespecialmente

sensiblea los tratamientoscon álcalis,y por ello debevigilarsela concentraciónde

NaOHutilizada(nuncasuperioral 2%) y el tiempo decontacto(nuncasuperiora 30

minutos).

95
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Si seestablecencomparacionesentrelos dos mediosdecultivo seobservaque

en Lówenstein-Jensenseconsigueun 4 % másde cultivos positivosy quee] riesgo

de contaminaciónesun 9,4 % menorquecon la utilizacióndel mediode Coletsos.

Independientementedel tipo demedio utilizado,el númerode vecesen los quelos

cultivos se contaminarontrasel tratamientoconNaOH/SL)Ssin quelo hicierancon

la descontaminacióncon HPC, fue mucho mayor que a la inversa. Estos datos

sugierenque el tratamientocon HPC fue máseficaz en la destrucciónde la flora

contaminante.

Respectoa la influencia del tratamientodescontaminanteen la velocidadde

crecimiento,sehacomprobadoquetrasel tratamientoconHPCel primoaislamiento

de M. bovis se consigue una media de 10 días antes que con la utilización de

NaOH/SDS(33 frente a 43 días). En cuantoa la influencia del medio de cultivo

hemosobservadoqueenel mediode Coletsosel crecimientoapareceunamediade

4,5 díasantesqueen Lñwenstein-Jensen(35,7 frente a 40,21 días).

Además,y comounaconstanteentodosloscultivos realizados,seobservóque

el númerode coloniasconseguidasfue muchomáselevadocuandoseutilizó HPC

para la descontaminación.

Los resultadosobtenidospara los medios de cultivo estudiadosestánde

acuerdo con la formulación de los mismos. El medio de Coletsoses un medio

especialmentepensadopara el crecimiento de M. bovis, y su composiciónen

nutrientesesmásrica quela del Lówenstein-Jensen;estopodríaser la explicaciónde

que la rapidez de cultivo seamayor al utilizar medio de Coletsospero que sin

embargose contaminecon mayor facilidad. Algunos autoreshancomunicadoque

cuandose utiliza HPC para la descontaminación,la muestradebe sembrarseen

medios con basede huevoya que el HPC es inactivado por los componentesdel

mismo y por lo tanto no se genera una acción residual del descontaminante

(Smithwicket al., 1975).Sin embargootrosautoresno compartenesta teoríay ensus

estudioshan utilizado medios cuya basees el agar sin problemasde pérdidade
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viabilidad de M. boris por accionesresidualesdel 1-WC (Comery Trajstman,1988;

Comeret al., 1995).

Comoconclusióndel estudiocabedestacarqueenel primoaislamientode M.

bovis a partir de tejidos en nuestro laboratorio, el protocolo óptimo es la

descontaminaciónconHPC,seguidade la siembraen los mediosdeColetsos(por la

rapidez del crecimiento) y Lówenstein-Jensen(por la menor posibilidad de

contaminación).En aquellasmuestrasqueseobservecontaminacióntrasel usodel

HPC se recomienda realizar una descontaminacióncon NaOH/SDS y si la

contaminaciónpersiste,una descontaminacióndoble seriada,primero con HPC y

despuéscon NaOH/SDS.

Es de destacarque utilizando esteesquemade descontaminaciónen este

estudiose consiguió aislar M. boris a partir de 128 (87 %) de los 148 tejidos con

lesiones,y de 12 de los 76 tejidossin lesionesvisibles.Estascifras de sensibilidadsel

cultivo respecto a la presenciade lesionesmacroscópicasson similares a las

encontradas(89 ~/) en otros estudios(de Lisle et al., 1995). Existenvarias posibles

razonesparaqueel cultivo deM. boris a partir deunalesiónfalle, y entreellasestán:

la posibilidad de que un porcentaje de esas lesionesno se deba realmentea

infecciones por micobacterias (Tammemagui et al., 1973), y que la

congelación/descongelaciónde lasmuestrasy los tratamientosdedescontaminación

de las mismas, provoquen una disminución de la viabilidad de los bacilos

tuberculosos.
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111.1 OBJETO E INTERÉS DEL TRABAJO

La identificaciónde los aisladosdemicobacteriasestácomúnmentebasadaen

observacionesmacroscópicastalescomo velocidadde crecimiento,pigmentacióny

morfologíade lascolonias,y enpruebasbioquímicasconvencionales.Todosellosson

procedimientosmuy lentos cuandose trata de microorganismosincluidos en el

complejo M. tuberculosis, debido a que su velocidad de crecimiento es

extremadamentelenta (hasta5 mesesenel casodeM. bovis).

Recientementeseha comenzadoa introducir en la rutina diagnósticade los

laboratoriosde micobacteriologíala utilización de sondasde ADN y de reacciones

de PCRpara la identificaciónrápidade los aislados.No obstante,hastahoy, estas

técnicasno erancapacesdediferenciaraM. tuberculosisdel restode los miembrosdel

complejo M. tuberculosis, entre los que se encuentranM. bovis, M. microti y

M. ajricanum.

Como ya seha comentado,en los últimos años, la tuberculosishumanaha

recuperadoel protagonismodentrode lasenfermedadesinfecciosas,y la tuberculosis

bovinaesaúnun serioproblemaeconómicoy sanitarioenmuchospaíses,siendoun

hechoreconocidosu influenciaen la saludhumana.

Asimismo, se ha comprobadotambién que la variedadafricanadel bacilo

tuberculoso(lvi. africanum) es capazde causartuberculosispulmonaren el hombre

y en los animales.Estaespeciesediferenciade M. bovis sólopor su sensibilidada la

piracinamidapor lo que la existenciade fallos al diferenciarestasespecies,puede

provocarconfusiónenla epidemiologíadela tuberculosisbovinaen los paísesenque

concurrenambasespecies.

La gransimilitud en la presentaciónclínica,el tratamientoy el pronósticode

las infeccionespor M. tuberculosisy M. bovis enel hombrehaprovocadofallosen los

sistemasde identificaciónutilizadosparadiferenciarentreellasenbuenapartede los

laboratoriosdel mundo(Habib y Warring, 1966; Rothstein,1970; Collins y Grange,

1983).Sinembargo,esimportanteestablecersistemasparala identificacióndeambas

especiespor 2 razones:
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*4

10) Las cepasde M. boris son naturalmenteresistentesa la piracinamiday

pueden mostrar resistenciasprimarias a la isoniazida, por ello en los casos —
*4.

producidospor estascepasserequierenajustesenel régimendetratamiento(Kataria, —.

1969).

20) El hallazgode M. boris en el hombreposibilita la realizaciónde estudios
*4.

epidemiológicos,investigandolos posiblescontactosdelpacientetantoconhumanos
*4

como con animales. Estas investigacionespermiten la deteccióntemprana de
*4

tuberculosisen animales(ganadoprincipalmente),lo cual suponeun considerable
*4

ahorroen el desarrollode las campañasde saneamientode la enfermedad(es de
*44

destacarqueen variasocasionessehanproducidobrotesexplosivosde tuberculosis —

*4

transmitidadesdeel hombreal ganado).
*4

*4

Como se puede observar, las especiesdel complejo M. tuberculosisestán

estrechamenterelacionadasentre sí y soncapacesde causarproblemas patológicos

tanto en bóvidos como en humanos. El primer paso para conocer la importancia —~

real de las infeccionespor M. bovis en humanos sería la realización de estudios
*epidemiológicosdetalladossobre la forma y la magnitud de la transmisión de la
*4

infección del ganadoafectado al hombre, y para tal fin hay una necesidadurgente
*4de desarrollar una prueba rápida y simple para diferenciar entre M. tuberculosisy
*4

M. bovis.
*4El objetivo del presentetrabajo ha sido diseñar,optimizar, y evaluar en un
*4

número suficientedecepasmicobacterianas,una PCRmúltiple para la diferenciación

deestasespecies.Ademásseha estudiadomediantePCRelespectrode hospedadores
*4,

de la secuencia156110y de los genesMPB7O y ARNr 165 en una ampliavariedadde

especiesmicobacterianasde diferentesorígenesanimalesy localizacionesgeográficas.
*4

Por último se ha evaluado la utilidad de un test de inmunoperoxidasapara la

deteccióndel antígenoMPR7Oen cepasdeM. bovis,comparándosecon los resultados *4

*4

obtenidoscon la detecciónde los marcadoresgenéticosdescritos.
*4

*4

*4

*4

-4

*4

*4

*4

4

*4
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111.2 MATERIAL Y MÉTODOS

111.2.1 Cepasbacterianas utilizadas en el estudio

Se estudiaronun total de 339 cepasprocedentesde aislamientosclínicos y de

coleccionesde cultivo, pertenecientesa 31 especiesdiferentesque abarcana gran

partedel géneroMycobacterium.La identificación de las cepasclínicasfue llevadaa

caboen los centrosdeorigenmediantepruebasbioquímicasconvencionales;además

fue confirmadapor el MycobacteriumReferenceLaboratory,StateHealthLaboratory

Services,Perth,WesternAustralia.Las especiesincluidasen estetrabajofueron:

111.2.1.1 Micobacteriaspertenecientesal complejoM. tuberculosis:

A) Cenasde la especieM. tuberculosis

:

* M. tuberculosisH37Rv (NCTC 7416).

* 77 cepasdeM. tuberculosisaisladasde casosclínicoshumanos,procedentes

del MycobacteriumReferenceLaboratory,(Perth, WesternAustralia).
* 4 cepasdeM. tuberculosisaisladasdecasosclínicoshumanos,procedentesdel

MycobacteriumReferenceLaboratory,(Melbourne,Victoria).
* 4 cepasde M. tuberculosiscarentesde la secuencia156110y 3 cepasde M.

tuberculosissusceptiblesal TCH, todasellas aisladasde casosclínicos humanosy

procedentesdel MycobacteriumReferenceLaboratory(Brisbane,Queensland).
* 1 cepade M. tuberculosisaisladade un casoclínico humano,procedentedel

Hospital Ramóny Cajal (Madrid).
* 1 cepade M. tuberculosisaisladade un perro,procedentedel Departamento

de PatologíaAnimal 1 (Facultadde Veterinaria,Madrid)

B) Cenasde la especieM. bovis

:

* M. boris AN5 cedidopor el CSIRO (Melbourne,Victoria).

* 59 cepasdeM. boris aisladasapartir de casosclínicosbovinos,procedentes

del AustralianReferenceLaboratoryfor Bovine Tuberculosis(Perth, W.A.).
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* 30 cepasdeM. boris aisladasa partir de casosclínicos bovinos,procedentes

de] Departamentode PatologíaAnimal 1 (Facultadde Veterinaria,Madrid).
* 9 cepasde M. boris aisladasenCanadáa partir de casosclínicos bovinos.

* 1 cepasde M. boris aisladaen Irána partir de un casoclínico bovino.

* 15 cepasdeM. boris aisladasa partir de casosdinicoscaprinos,procedentes

del Departamentode PatologíaAnimal 1 (Facultadde Veterinaria,Madrid).
* 1 cepade M. boris aisladasa partir de un ciervo y 2 cepasaisladasa partir

de gatos, procedentesdel Departamentode Patología Animal 1 (Facultad de

Veterinaria,Madrid).
* 43 cepasdeM. boris aisladasa partir de casosclínicoshumanos,procedentes

de distintos laboratoriosde referenciadel continenteaustraliano.

C) Cepas deM. boris BCG

:

* M. boris BCG TMC 1029

* 13 cepasde M. boris BCG procedentesde los EstadosUnidosde América.

* 3 cepasde M. boris BCG procedentesde Australia.

D) Cepasde M. africayzum

:

* M. africanumTMC 3, 12, 37 y 54.

* 7 cepas de M. africanum aisladas de casos ciicos, procedentesdel

MycobacteriumReferenceLaboratory(Brisbane,Queensland).

E) Cepasde M. microti

:

* M. microti NCTC 08710.

* 2 cepasde M. microti aisladasa partir de roedoresenel Reino Unido.

* 2 cepasaustralianasy 1 cepa inglesade M. microti aisladasa partir de

hiracoideos(Dendrohyrax).
* 1 cepasaustralianadeM. microti aisladade suricatas(Suricata suricatta).

F> 16 cepas de micobacterias del complejo M. tuberculosis (sea? baciflus)

aisladasdefocasaustralianasy 1 cepaaisladadeun entrenadordefocas,procedentes
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del AustralianReferenceLaboratoryfor Bovine Tuberculosis(Perth, W.A.).

111.2.1.2 Micobacterias pertenecientes al complejo M. avium intracellulare

scrofulaceum(MAIS):

A) Cepasde M. avium

:

* 2 cepasde M. avium aisladasde casosdínicosbovinos, procedentesdel

AustralianReferenceLaboratoryfor Bovine Tuberculosis(Perth,W.A.).
* 1 cepadeM. aviumaisladadeun casociico bovinó,procedentede] Servicio

de Investigacióny Mejora Agraria (SIMA, Derio, PaísVasco).
* 1 cepa de M. avium aisladade un casociico humanoprocedentede la

Facultadde Medicina,Córdoba.

B) M. intraceflulare ATCC 13950

.

O M. scrofulaceumATCC 19981

.

111.2.1.3 Micobacteriasatípicas:

M. aurum ATCC 23366, M. chelonaeATCC 19977,M. chitae ATCC 19627,M.

duvalii NCTC 358, M. flavescensATCC 14474,M. fortuitum NCTC 3631, M. gadium

ATCC 27726,M. gastri ATCC 15754,2 cepasde M. genavenseaisladasapartirde un

canario y un loro, M. gilvum NCTC 10742,M. gordonaeATCC 14470, M. kansasii

ATCC 12478,M. marinumATCC 927,M. neoaurumATCC25795,M. noncbromogenicum

ATCC 19503,M. parafortuitumATCC 19686,M. phlei ATCC 11758, M. terrae ATCC

15755,M. thermoresistibileATCC 19527,M. triviale ATCC 23292, M. ulceransATCC

19423,M. vaccaeATCC 15483,M. xenopiNCTC 10042,M. xenopiATCC 19276,4 cepas

de M. xenopi aisladasde casos dliriicos humanosprocedentesdel State Health

LaboratoryServices(Perth,W.A.).

Todas las cepasestudiadasforman parte de la colección de cultivos del

AustralianReferenceLaboratory1or Bovine Tuberculosis(Perth,W.A.).

En la Tabla 1 se resumela identidady procedenciade las diferentescepas

empleadas.
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TABLA 1. CEPAS DE MICOBACTERIAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO.

ESPECIE HOSPEDADOR CEPAS ORIGEN O
DESCRIPCIÓN

M. tuberculosis Ref. 1 NCTC* 7416

M. tuberculosis Humanos 89 Australia (88)
España(1)

M. tuberculosis Perro 1 España

M. boris Ref. 1 AN5b

M. boris Vacas 99

Australia (59)

España(30)Canadá(9)
Irán (1)

M. bovis Cabras 15 España

M. boris Ciervo 1 España

M. boris Gatos 2 España

M. boris Humanos 43 Australia

M. boris BCG Ref. 1 TMC’ 1029
M. bovis BCG Humanos 16 U.S.A. (13)

Australia (3)

M. africanum Ref. 4 TMC 3, 12, 37 y 54

M. africanum Humanos 7 Australia

M. microti Ref. 1 NCTC 08710

M. microti Roedores 2 ReinoUnido

M. microti Hyrax
ReinoUnido (1)

Australia (2)
M. microti Suricata 1 Suecia

M. tuberculosiscomp]ex Focas 16 Australia

M. tuberculosiscompíex Cuidador

focas

1 Australia

M. arium Vacas Australia (2)
España(1)

M. arium Humanos 1 España

104

*4
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M. intracellulare Ref. 1 ATCC~ 13950

M. scrojulaceum Ref. 1 ATCC 19981

M. che?onae Ref. 1 ATCC 19977

M. chitae Ref. 1 ATCC 19627

M. duvalii Ref. 1 NCTC 358

M. flavescens Ref. 1 ATCC 14474

M. fortuitum Ref. 1 NCTC 3631

M. gad¡um Ref. 1 ATCC 27726

M. gastri Ref. 1 ATCC 15754
M. genavense Canario

Loro
1
1

España
España

M. gilvum Ref. 1 NCTC 10742

M. gordonae Ref. 1 ATCC 14470

M. kansasii Ref. 1 ATCC 12478

M. marinum Ref. 1 ATCC 927

M. neoaurum ReÍ 1 ATCC 25795

M. notwhromogenicum Ref. 1 ATCC 19503

M. paraJortuitum Ref. 1 ATCC 19686

M. phlei Ref. 1 ATCC 11758

M. terrae Ref. 1 ATCC 15755

M. ther>noresistibile Ref. 1 ATCC 19627

M. triviale Ref. 1 ATCC 23292

M. ulcerans Ref. 1 ATCC 19423

M. vaccae Ref. 1 ATCC 15483

M. xenopi Ref. 2
NCTC 10042
ATCC 19276

M. xenopi Humanos 4 Australia

tational Collectionof Type Cultures.
t’Weybridge,United Kingdom.
‘TrudeauMycobacterialCollection,NationalInstitutes
dAmericanType Culture Collection,Rockville, Md.

of Health,Bethesda,Md.

105
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111.2.2 Cultivo de las cepasbacterianas

Todaslas cepasdemicobacterias,exceptoM. genavense,fueron subcultivadas

en los medios de cultivo Stonebrink (Stonebrink, 1958), Lówenstein-Jensencon

piruvato sádico(fórmula consensode la Unión Internacionalcontrala Tuberculosis,

1954) y ES (Cousinset al., 1991). M. genavensefue cultivadoen medioMiddlebrook

71-111 (Difco Laboratories,Detroit, Michigan) enriquecidocon Bacto Middlebrook

OADC Enrichmentw/WR 1339 (Difco Laboratories,Detroit, Michigan). Los cultivos

se incubarona 360C, con la excepciónde M. ulcerans y M. marinum que fueron

incubadosa 300C, hastala obtenciónde crecimientosuficiente.

La composicióny forma de preparaciónde los medios utilizados fue la

siguiente:

a) STONEBRINK:

Composiciónen sales

Piruvatosódico

Dihidrógenoortofosfatode potasio

Agua desfilada

Hidrógenofosfato de sodio hastaobtener

Composiciónen colorantes

Cristal violeta

Verdemalaquita

Agua destilada

Basede huevo

Huevoscompletos(20 unidades)

Paraprepararel medio, se mezclarony

Sg

2g

300 ml

un pH de 6.5

100 mg

800 mg

100 ml

disolvieron las sales

800m1

indicadas,se

ajustóel pH a 6,5 con NaH
2PO4y severtió en unabotellade 2 litros de capacidad.

Seguidamenteseprepararony disolvieronla mezclade colorantesen unabotella de

100 ml. Ambassolucionesseesterilizaronen autoclavea 121
0Cdurante15 minutos

y se dejaronenfriarhastatemperaturaambiente.
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Por otro lado, se lavó la superficie de los huevoscon aguajabonosa,se

enjuaguarony secaron,paradespuéscolocarlosenunrecipienteadecuadoy cubrirlos

conalcoholal 75 % durante30 minutos. Despuésde secarlossobrealgodónestérilen

unacabinadeseguridadbiológicade claseII y bajo luz ultravioleta,serompieronen

un frascoestéril y sehomogeneizaron.

Porúltimo, semezclaronlas3 fraccionesy el medioasípreparado,sedispensó

en tubos apropiados,colocándolosen posición inclinada durante 1 hora a 800C;

seguidamentefueronenfriadosa temperaturaambientee incubadosa 370C durante

48 horasparafacilitar la absorcióndel excesode humedad.

b) LOWENSTEIN-JENSEN:

Composiciónen sales

Dihidrógenofosfato depotasio

Sulfatode magnesio

Citrato de magnesio

L-asparragina

Piruvatosódico

Agua destilada

30g

3g

7,sg
45g

40g

7500 ml

La mezclade sales se disolvió en el volumen indicado

cantidadesde1500 rol. La soluciónasípreparadafue autoclavada

minutosy semantuvoa 40C.

y se dispensóen

a 1210Cdurante15

Parala preparacióndel mediocompleto,a cada1500 ml de la soluciónsalina

anterior sele añadieron:

Huevosenteroshomogeneizados 2500 ml

Soluciónacuosaal 2 % de verdemalaquita 50 ml

Acido nalid.íxico 0,14 g

Despuésde mezclar los componentesadecuadamente,se dispensóen tubos

apropiadosy seprocediócomoseindicó en el medioanterior.



Marcadores genéticos 108

c) ES:

Composiciónen sales

IB Caldo basesin Tween 80 (Difco) 11,5 g

Agua destilada 900 ml

Agar 15g

Los ingredientesse disolvieron mediante agitación y calentamiento;al

preparadoresultantese le añadió100 ml deextractode yema dehuevo,sedispensó

entubos adecuados,se autoclavóa 1210C durante15 minutosy se dejó enfriar en

posicióninclinada.

Prepararación del extractode yemade huevo:

Yema de huevo 100 g

Tween 80 60 g

Carbónactivado 10 g

Agua destilada 940 ml

Los componentessemezclarony autoclavarona 1210C durante15 minutos,

para despuésser filtrados en cabina de seguridadbiológica de clase II usando

material estérily dispensadosen alicuotasde 100 ml.

Composicióndel Tb caldo base

Bacto extractode levadura

Proteosapeptonan0 3 .

Bactocasitona

Hidrógenofosfatode sodio

Fosfatopotásico

Citratosódico

Sulfatomagnésico

(Dzfco):

2

2

2

2.5

1

1,5

0,6

*4

*

*4.

*4

*4

*4

—-y

*4

*4-

*4

*4

*4

*4

*4

*4

*4

*4

*4

*4

*4

*4

r

g

g

g

g

g

g

g



Marcadores genéticos 109

d) MIDDLEBROOK 7H11:

Ingredientespor litro:

Digerido pancreáticode caseina

Sulfato amónico ....

Fosfato monopotásico

Fosfato disódico

Citrato sódico

Sulfatomagnésico

Acido L-glutámico

Citrato amónicofénico

Piridoxina

Biotina

Verdemalaquita .

Agar

Para su preparaciónsepesan4,7

lg

0,5g

1,5g

l,5g

0,4g

0,OSg

0,5g

0,04g

.... 0,001 g

.... 0,0005g

0,001 g

15g

g de la mezcladeshidratadaanterior y se

suspendenen 900 ml de aguaultrapura,seesterilizadurante15 minutosa 1210Cy

seenfría hasta550C,temperaturaa la cual seañaden100ml de Bacto Middlebrook

OADC Enrichmentw/WR 1339 en condicionesasépticas,para despuésdispensarlo

en tubos.



*4

*4

Marcadores genéticos 110

111.2.3 Preparación de las muestras para la PCR

*4-

*4

Paracadacepalas amplificacionesse llevarona cabo en dostipos diferentes

de muestras:suspensionesbacterianastratadaspor calor, y ADN extraído de las

célulasmicobacterianas.

*4

111.2.3.1 Preparaciónde las suspensionesbacterianasinactivadas
*4

*4

*4’Para cadacepa se preparó una suspensiónbacterianacon una densidad
*4

equivalenteal n0 5 de la escalade McFarland, mezclandovarias coloniascon 0.5 ml

de aguaestérilen unabotella bijou que conteníaperlasdevidrio.
*4

Una dilución 1/10 en aguapurificadaestéril de la suspensiónasípreparada,

fue sometidaaun tratamientotérmico(enbañode agua)de940Cdurante10 minutos.

Posteriormentelas muestrasse congelarona -200C hastasu amplificación.

*4

111.2.3.2 Extracción del ADN

A partir de un subcultivofresco de cada cepase sembraron10 placasdel

mediosólidoconbasedeagarE8, laspacassembradasseincubaronala temperatura

adecuada(37 o 320C),durante3-4 semanas,enpresenciade atmósferadeCO
2al 5 %.

El crecimientoconseguidoen las placasserecogióen 20 ml de PBS (tampón

fosfato)estéril, se inactivó medianteincubacióna 75
0C durante40 minutos,selavó

con PBS estéril y seconcentrómediantecentrifugación.Para la extracciónsepartió
*4

deaproximadamente300mg decolonias(pesohúmedo)y sesiguióunamodificación *

del método del CTAB [bromuro de cetil trimetil amonio (Wilson, 1988)] como se
*4

indica acontinuación:

Lascélulasfueronresuspendidasen700pl deaguaestérile incubadasdurante

3 horas a 370C tras añadir 100 pl de una solución de lisozima (20 mg/mí). Se

procedióa continuacióna la lisis de las célulasmediantela adiciónde 100 pl deSDS

(laurilsulfato de sodio)al 10 % y a la digestiónde los restosproteicosde la muestra,

paralo cual éstaseincubóduranteunanochea 500C con 100 pl de unasoluciónde *4
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proteinasaK (1 mg/mI).

Despuésde la digestión,la muestrasedividió en 2 alícuotasde unos500 pl

y con cadauno de ellos seprocediódel siguientemodo:

Se añadieron100 pl de una soluciónSM de NaCí y 80 pl de una soluciónde

bromurode cetil frimetil amonio (CTAB al 10 %, 0,7 M NaCí) precalentadaa 650C,

se mezcló fuertementeen un agitadory seincubó durante10 minutos a 650C. El

objetodel tratamientoconCTAB eseliminarlos restosdeparedescelulares,proteínas

desnaturalizadasy polisacáridos,mientrasque los ácidosnucleicos continúanen

solución[paralo cualesmuyimportantequela concentracióndesalesenla muestra

nuncabaje del 0,5 M; ya que por debajodeestaconcentración,los ácidosnucleicos

seunenal CTAB y precipitan(Murray y Thompson,1980)].

A continuaciónse realizóuna extraccióncon cloroformo/alcoholisoamílico

paraeliminar los compuestosCTAB-proteína-polisacárido;paraello seañadieron0,6

inI deunamezclacloroformo/isoamflico(24:1), semezclóen un agitadordurante10

segundosy secentrifugóa temperaturaambientedurante5 minutosa 6500 rpmen

una microcentrífuga (Eppendorf). Despuésde la centrifugación se recogierony

mezclaronlas fasessuperioresacuosasde ambostubos.

Seguidamenteseprocedióala precipitacióndelADN conisopropanola -200C,

para lo cual se añadióa la muestraun volumen equivalentede isopropanol,se

mezcló mediantela inversión repetidadel tubo y se mantuvo a -200C hasta la

visualizaciónde hebrasalgodonosas.Para la recuperacióndel ADN precipitadose

centrifugó durante 10 minutos a 6500 rpm en la microcentrífuga (Eppendorf),

desechándoseel sobrenadante.

El ADN asíobtenidoselavó 2 vecescon etanolal 70 % y se desecóen una

estufaa 370C,paraevaporarlos restosalcohólicos.Posteriormentesedisolvióen 200

pl detampónTE (10 mM Tris HO, 1 mM EDIA, pH 8) y semantuvoa 40C hastasu

utilización.

En cadalote de extraccionesse incluyó un control negativo y positivo de

extracción para detectar contaminacionescruzadas o posibles errores en la

metodologíaempleada.

La concentracióny la calidaddel ADN obtenidosseanalizómediantemedida
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en espectrofotómetrode la densidadóptica a longitudesde ondade 260 y 280 nm,

y mediantela pruebacomercialGIBCO BRL FastCheck.
*4

*4

111.2.3.3 Medidaespectrofotométricade la concentracióndelADN.
*4

*4

Este método es usadopara estimarla concentraciónde ADN mediantela
*4

medidaen unespectrofotómetrode la absorciónderadiaciónultravioleta a distintas
*4

longitudesde onda,para ello es necesarioel uso de cubetasde cuarzo.Paraeste
-4

procesose utilizó un espectroGENIEQUANT (Pharmacia)y el métodoutilizado fue
*4

el siguiente: —

*4

# Se mezclaronculdadosamente5 pl de la muestraproblemacon 995 pl de
*4

agua,y la mezclasetransfirió aunacubetade cuarzoparaespectrofotómetro.
*4

# Se procedió a ajustar el blanco del aparatocon 1 ml del mismo agua
utilizadaparahacerla dilución del ADN.

*4-

# Secolocóla cubetaconla muestraen e] aparatoy seprocedióa la lecturade
*4

la densidadóptica(D.O.)a unalongituddeondade 260nm. Parael ADN decadena —

*4doble, 1 unidaddeD.O. correspondea la concentraciónde 50 pg/ml; demaneraque
*4

la concentraciónde la muestraproblema en pg/pl, puedecalcularsefácilmente

multiplicandopor 10 la medidade la DO. obtenida.
*4

#Paracomprobarla purezade la muestraserealizóunasegundalecturaa una

longitud de onda de 280 nm, y sedeterminóel cocienteentrela DO. a 260 nm y la
*4

D.O. a 280 nim. Si este cocientees de aproximadamente2, la absorciónse debe -.

principalmentea ácidosnucleicos;si el cocienteesmenorde1,6, esindicativodeque —
*4

en la muestraexistenproteínasy serecomiendareextraerla misma.
*4

*4

111.2.3.4 Cuantificación del ADN genómico mediante la prueba comercial —-

CIBCO BRL FastCheck
*4-

*4

Este sistemaestádiseñadoparala determinaciónrápidade la concentración
*4

de ADN y permiteuna aproximaciónrápida y precisaa la misma.Se basa en la

utilizaciónde un complejofosfatasaalcalinaque seuneespecíficamentea los ácidos
*4

*4

*4

*4

*4

*4
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nucléicos y que puede ser posteriormentedetectadomediante una prueba

colorimétrica.Parala realizacióndeestapruebase siguióel protocolorecomendado

por el fabricantecomoseresumea continuación:

4Transferiralícuotasde los reactivosa tubosdemicrocentrífugade2 ml como

seindica:

Tubo 1 1,5 ml FastCheckBuffer A

Tubo 2 1,5 ml FastCheckBuffer E,

1 pl ReactivoFastCheck.

Tubo 3

Tubo 4

Tubo 5

1,5 ml FastCheckBuifer B

1,5 ml FastCheckBuffer C

1,5 ml FastCheckBuffer C,

6.5 pl de soluciónNBT y 5 pl de soluciónDCII’.

Estassolucionessonestablesdurante8 horasa temperaturaambienteypueden

ser usadasparaprocesar3 tiras con muestras.

4 En las tiras portadorasdel ADN, en puntos separados,se colocan las

diferentesmuestrasa razónde 1 pl por cadaunay de 3 muestraspor tira. Se deben

incluir un control positivo deADN deconcentraciónconociday un control negativo

con agua.

4 El ADN se fija a la membranade la tira portadoramediantesecadoen

corrientede aire calientey exposicióna luz ultravioletadurante1 ciclo estándaren

un XL-1000 W Cross-Linker(SpectronicsCo.)

4 Insertarla tira enel tubo 1 lentamentey dejardurante5 minutos.Transferir

la tira al tubo2 y mantenerdurante10 minutos.

4 Retirar la tira y lavarcon agua,colocarlaen el tubo 3 y agitar durante1

minuto. Transferirlaal tubo4 y agitar durante1 minuto.



*4

-t

Marcadoresgenéticos 114

#Transferiral tubo5 e incubarduranteexactamente4 minutos,lavarconagua

y secar.

La intensidadde la señalobtenidasecomparaconla escalade patronesque

seincluyenen la prueba.

Las muestrasdebenser tratadascon ARNasa despuésde ser fijadas a la

membranade la tira portadora,paraello la tira sesumergeen unasoluciónde esta

enzimaa unaconcentraciónde 5 pg/ml y se incubadurante20-30 minutosa 370C.

*4.

*4-

-4

*4
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111.2.4 Oligonucleótidos utilizados en las reaccionesde PCR

Los oligonucleátidosutilizados en este trabajo fueron sintetizadosen un

sintetizadorde oligos Fharmacia Gen AssemblerPlus y purificados en un gel de

poliacrilamidaal 20 % conteniendoureaa la concentraciónde 7M. Los oligos fueron

visualizadosbajo luz ultravioletay separadosde restossalinosmediantecolumnas

NAP-10 (Pharmacia).La síntesisy purificaciónfue realizadapor la empresaBiotech

InternationalLtd. (Bentley, W.A.).

# OligonucleátidosPfl y PU quecorrespondena los nucleótidosdel 9 al 25

y del 385 al 401 de la secuenciadel fragmento genómicorntp4O definido como

especie-específicoparaM. tuberculosis(Del Portillo et al., 1991).

# Los oligos 10814y 1081-9que correspondencon las posiciones333 a 352 y

551 a 570 de la secuenciade inserción1S1081 (Collins et al., 1991).

# OligonuceótidosINS-1 e INS-2 (Hermanset al., 1990b)quecorrespondena

las posiciones631 a 650 y 856 a 875 de la secuenciade inserción1S986(156220).

# OligonucleótidosTB1-F y TB1-R (Cousinset al., 1991) quecorrespondena

las posiciones276 a 296 y 628 a 648 del gen(Radfordet al, 1988) que codifica para

el antígenoMPB7O especificodeM. bovis (Wood et al, 1988).

#OligonucleótidosMYCGEN-Fy MYCGEN-R (Bóddinghausetal., 1990))que

correspondena las posiciones16 a 35 y 1.027 a 1.046 de] genque codificapara el

ARNr 16S.

En la tabla 2 se muestranlas secuenciasde los diferentesoligonucleátidosy

los tamañosesperadosde los productosde lasreaccionesde amplificación.
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TABLA 2. SECUENCIA NUCLEOTÍDICA Y TAMAÑO DE LOS PRODUCTOS

DE PCR PARA LAS PAREJAS DE INICIADORES UTILIZADOS EN EL

ESTUDIO.

Iniciador Secuencia(5’----3’) Producto (pb)

PT-1 CAA CGC GCC GTC GGT GG 396~

CCC CCC ACG GCA CCG C

1081-L TCG CGT GAT CCT TCG AAA CG

1081-9 GCC GTT CCC CTG AlT GGA CC

INS-1 CGT GAG CCC ATC GAG GTG CC 245C

INS-2 CCG TAG CCC TCG CTG ACA AA

TB1-F GAA CAA TCC GCA CI]? GAC AA

TB1-R AGC ACG CTG TCA ATC ATG TA

MYCGEN-F AGA CTE TGA TCC TCG CTC AC 1.030~

MYCCEN-R TGC ACA CAG CCC ACA AGG CA

ap~’4 y PT-2 generanun productode amplificaciónde 396pb.

y 1081-9generanun productode amplificaciónde 238 pb.

CINS4 e INS-2 generanun productode amplificaciónde 245 pb.

~TB1-Fy TEl-II generanun productode amplificaciónde 372 pb.

eMYCGENJ y MYCGEN-R generanun productode amplificaciónde 1.030 pb.

116
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111.2.5 Amplificación del ADN mediante PCR.

El objetivo de estetrabajofue el diseñode un PCR Múltiple destinado a la

identificaciónrápidadeaisladosde la especieM. tuberculosis,utilizandopor unaparte

los iniciadorespara mtp40e 156710y por otra los iniciadoresparamtp40 e LS7087.

Ademásseestudiópor PCRla especificidadde hospedadorparalos genesMPB7O

y ARNr 16S.

Serealizóunatitulaciónmeticulosadecadacomponentede la reaccióndePCR

(enzima,MgCl2 e iniciadores),utilizando como dianasen cadatitulación ADN de

M. tuberculosis,M. bovis,M. avium, y aguaestérilcomo control negativo.Ademásse

probaronoligonucleótidosprocedentesde diversosorígenes.

Las reaccionesde amplificaciónseefectuaronen un volumen total de 25 pl

conteniendo:

# 5 pl de tampónde polimerizaciónSr Tris-HCl 335 mM, pH 8,8 a 25
0C,

(NH
4)2504 83 mM, dNTP 1 mM, 2-mercaptoetanol5 mM, EDTA 30 M, y 1

mg/ml de gelatina

# Thermus thermophilus (Tth) plus polimerasa (Biotech International,

Bentley,W.A.): como seexponeen resultados,página123.

# MgCI2: comoseexponeenresultados,página122.

# oligonucLeótidosiniciadoresde la reacción:comose indica en resultados,

tabla 3.

# agua ultrapura estéril hasta completar 20 pl

# 5 pl de la muestraa amplificar.
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Lasmezclasdereacciónfueroncubiertascon50 pl deaceitedeparafinaestéril

(SIGMA) paraimpedir su evaporacióndurantelos ciclos de amplificación.

La PCR se llevó a cabo en un termociclador Corbett FTS-1 (Bioquest

International,Bentley, W.A.). Las amplificacionesse realizaronutilizando ciclos

sucesivosa temperaturasde940C (desnaturalización),650C (emparejamiento)y 720C

(extensión).Las reaccionesfueronsometidasa la temperaturade desnaturalización

durante 10 minutos en el primer ciclo y durante30 segundosen los 34 ciclos

siguientes.El tiempoparael emparejamientofue de 2 minutosen todoslos ciclos y

para la extensiónfue de 3 minutos en los 34 primerosciclos y 10 minutos en el

último cic]o.

e’

Para el análisis de cadacepa se utilizó tanto ADN purificado (extraído y

purificado como se describió previamente>,como una suspensiónbacteriana

inactivada(10 minutosa 940C). Cuandola muestraerade ADN, se inoculaban5 pl

de una dilución 10 ng/pl; cuandola muestraera una suspensióninactivada,se

inoculaban5 pl de unadilución 1/10preparadacomoseexplicó previamente.

e

Cadalote de tubosasípreparadofue cuidadosamenteprobadoconcontroles

positivoy negativo.Así mismo,seincluyeronsendoscontrolesencadaamplificación

realizadaconel fin dedetectarposiblescontaminacionescruzadasy/o anomalíasen

el funcionamientodel termociclador.
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111.2.6 Análisis de los productos de amplificación

Una vez concluidala amplificaciónseseparóun alícuotade5 pl de la mezcla

de reacción y se mezció con un volumen igual de tampónde carga 2x (azul de

bromofenolal 0,08~ Xileno-cianol al 0,08O/a, y glicerol al 10 ~/oen agua).Estamezcla

fue sometidaaelectroforesisaunadiferenciadepotencialde 100 voltios durante40

minutos(proporcionadopor unafuentedevoltajevariableBIO-RAD), enun gel de

agarosa(BIO-RAD) al 2 %, utilizando como tampónTAE lx (Tris-acetato40 mM,

EDIA lmM). Las electroforesissellevarona caboencubetasBIO-RAD dediferentes

capacidades.

Los geles de agarosa(polímero linear compuestopor D-galactosay 3,6-

anhidro-L-galactosa)se hicieron fundiendo en un microondasuna solución de

agarosaen TAE lx, vertiéndoloen un moldey dejándolosolidificar a temperatura

ambiente.Unavezsolidificada,la agarosaformaunamatrizcuyadensidaddepende

de la concentraciónde agarosaendisolución;cuandose aplica un campoeléctricoa

travésdel gel, el ADN (que a pH neutroestácargadonegativamente)migra haciael

ánodo(polo positivo>. La migracióndependedevariosparámetroscomosontamaño

y conformación del AUN que va a migrar, concentraciónde agarosay voltaje

proporcionado(Maniatis et al., 1989). La migraciónde las moléculasde ADN es

inversamenteproporcionalal logaritmodecimaldel númerode paresde bases.

En cadagel,enlascallessituadasen los extremos,seincluyó comomarcador

de pesomolecular1 pl de 100 Base-PairLadder(PharmaciaBiotech), con el fin de

calcular el tamaño de los productos de la amplificación tras su separación

electroforética.

Despuésde la electroforesis,los gelessetiñeronpor inmersióndurante20-30

minutosen una solución de bromuro de etidio al 0,5 pg/ml, y las bandasfueron

visualizadasy fotografiadasbajo luz ultravioleta en un transiluminadorde media

longitud de onda.



e

e

Marcadores genéticos 120

111.2.7 Prueba de la inmunoperoxidasa

Parala realizaciónde estatécnicasepartíadeun extractoantigénicocrudo: a

partir de cadacepasepreparabaunasuspensióndeopacidadequivalenteal número

7 de la escalade McFarland,paraello seusaronbotellasbijou con perlasde vidrio

para disgregarlos agregadosde colonias.Estassuspensioneseran seguidamente

autoclavadas(1250C durante20 minutos).

El soportede las reaccionesera una membranade nitrocelulosa de 0,45

micrones de tamaño de poro (Schleicher and Schuell, Dassel,Alemania) y las

incubacionesserealizaronen placasde Petri.Antes de comenzar,la membranade

nitrocelulosa se cortaba a la medida adecuada(40 mm2>, se marcaba con una

cuadrícula(de 1 cm), sehumedecíaconTES (Tris 20 mM, NaCí 500 mM y 0,1 O/~ de

tiomersal,pH 7,5) y semanteníaa temperaturaambientehastaque sesecase.Las

muestrassecolocabanen el papel de nitrocelulosaa razónde 2 pl por cuadrícula,

incluyendoun control positivo (M. bovis ANS) y uncontrol negativo(M. tuberculosis

NCTC 7416) en las dosprimerascuadrículas,la membranasedejabaa temperatura

ambientehastaquese secasenlas muestras.Seguidamentese cubría con solución

bloqueante(lechedescremadaen polvo al 4 % en TBS) y seincubabaen agitación

durante1 hora.Transcurridoestetiempo se eliminabala soluciónde bloqueoy se

preparabauna solución 1/2.000 a partir del anticuerpomonoclonal4C3/17 (1,9

mg/mi) enTES conla quesecubríala membranay seincubabaenagitacióndurante

1 hora.Esteanticuerpoesun monoclonalproducidoen ratónparaMPB7O (Wood et

al., 1988) y es comercializadopor Agen, Biochemicals, Queensland,Australia.

Despuésdeestaincubaciónseeliminabael monoclonaly selavaba2 vecesconflES

(Tris 20 mM, NaCí 500 mM, 0,05 % Tween-20y 0,1 % de tiomersal)en agitación

durante5 minutoscadalavado.A continuaciónla membranase incubabacon una

dilución 1/200enTBS deunanticuerpoanti-ratónconjugadoconperoxidasa(affinity

pur{fied horse radish peroxidaseconjugatedgoat antimouseIgG, Kirkegaard and Ferry

Laboratories,Caithersburg,Alemania)durante1 hora en agitación.Posteriormente

seeliminabael conjugadoy seenjuagaba2 vecesconTTBS comoseindicó ene] paso

anterior,por último se añadíala solucióndel sustrato(60 mg de 4-cloro-1-naftol se
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disolvíanen20 ml de metanola40C y estadisoluciónsemezclabacon100 ml de lBS,

conteniendo60 pl de 1-1202 al 30 0/o) hastael desarrollode un color púrpuraintenso

en el control positivo. Todas las incubacionesde este protocolo se realizarona

temperaturaambiente.
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111.3 RESULTADOS

111.3.1 Titulación y cálculo de la concentraciónóptima de los componentes

de la PCR.

111.3.1.1 Titulación de la concentraciónde MgCl2.

En las figuras 1 y 2 semuestrael efectode la concentraciónde MgCl2 en la

amplificaciónde los ADN dianas.La figura 1 representaunatitulaciónparael MgCl2

en el intervalo deconcentracionesde 1 a 4 mM usandocomoiniciadoresde la PCR

a los oligonucleótidosPu y PT2 y comodianas,ADN de M. tuberculosis,M. bovisy

aguaultrapura(MQ) estéril.

La figura 2 muestra una titulación para el MgCl2 en el intervalo de

concentracionesde 1 a 3 mM usando como iniciadores de la PCR a los

oligonucleótidos PT1-R, PT2-F, 1081-L y 1081-9 y como dianas, ADN de

M. tuberculosisy M. bovis.

Los resultadosobtenidoscon estastitulacionesindicanqueun aumentoen la

concentración de MgCl2 (incremento de la fuerza iónica del tampón de

polimerización)propiciael emparejamientoinespecíficodelos iniciadores,resultando

en la apariciónde productosde amplificacióninespecíficos.Los mejoresresultados

seobtuvieronconuna concentración0,5 mM de MgCl2, conla cual no segeneraron

productosde amplificación conningunadianaexceptocon M. tuberculosis.

La figuras 3 a y b muestranel resultadode un experimentoen el que se

probarontemperaturascrecientesde emparejamiento(63, 65 y 68
0C) para intentar

hacer desapareceruna bandainespecíficaamplificada a partir del genomade M.

bovis; viéndosequeparaeste fin, eramáseficaz la reducciónde la concentraciónde

MgC1
2 queel aumentode la temperaturade emparejamiento.
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111.3.1.2 Titulación de la ThennusthermophilusADN polimerasa.

Se realizó una titulación de la Tth plus polimerasa(Biotech International,

Bentley, W.A.), en el intervalo de 0,5 a 2 unidades/ reaccióny no seencontraron

diferenciassignificativasen la especificidadde los resultadosobtenidos,por lo que

se concluyóconla utilizaciónde 0,5 Unidadesde enzima1 reacción.

111.3.1.3 Titulacionesde los oligonucleótidoscebadoresde la reacción.Diseñoy

evaluacióndeunaPCRMúltiple parala identificacióndeM. tuberculosis.

Una vez optimizadas las condiciones en cuanto a temperatura de

emparejamientoy concentracionesde MgCl2 y enzima,seprocedióa la titulaciónde

los diferentesoligonucleótidosy suscombinacionescomoseexponeseguidamente:

La figura 4 muestrael resultadode la titulación de los iniciadoresPT1-R y

P12-F en el intervalo de 20 a 200 ng/reacciónutilizando como dianasADN de

M. tuberculosisy M. bovis. Esteexperimentodemuestraque la concentraciónóptima

para estosiniciadores,en solitario,estáentre50 y 100 ng/reacción.

Lascondicionesde funcionamientoparala parejade iniciadoresINS-1/INS-2,

en solitario, fueronestablecidaspor Hermanset al. en 1990.

Las condicionesde amplificación paralos genesMPBZO y ARNr 165 en un

PCRmúltiple fueronestablecidaspor Wilton y Cousinsen 1992.

Las figuras 5 y 6 representanla titulación de los iniciadoresPT1-R/PT2-Fe

INS-1/INS-2 utilizadosconjuntamenteen un sólo tubo (PCRmúltiple) y probados

con2 dianasde M. tuberculosis.De ambosexperimentossesacócomoconclusión,que

en estareacciónseencuentrafavorecidala amplificacióndel fragmentode 245 pb

(iniciadoresINS-1/INS-2), en relacióncon la del fragmentode 396 pb (iniciadores

PT1-R/PT2-F).Es decir existe cierta competenciaentrela amplificación de ambas

dianas,lo cual haceque,para asegurarla estabilidadde las dosamplificaciones,sea
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necesarioaumentarla concentraciónde los oligonucleótidosPT y disminuir la delos

INS. Las condicionesóptimasde funcionamientose consiguieroncon la utilización

de 100 ng/reacciónde los oligos PT y 30 ng/reacciónde los oligos INS. Aun así,al

probarextensivamentelos tubospreparadosen estascondiciones,seconstatóqueen

determinadasocasiones,la amplificación del fragmento mayor tenía un escaso

rendimiento; propiciando la aparición de resultados falsos negativos y por

consiguienteerroresenla identificacióndelas cepas.Portodoello sedecidiódiseñar

un nuevo PCR múltiple utilizando -los iniciadores 1081 para 1S1081, también

específicosdel complejoM. tuberculosis.

Se procedió a la titulación conjunta de los iniciadoresPI y 1081 (figura 7)

utilizando como dianasun control positivo (M. tuberculosis),un contro] negativo,

M. bovis y ADN deotras 3 cepasdeM. tuberculosisque, enexperimentosanteriores,

fueronproblemáticasal ser ensayadascon el PCRmúltiple PT/INS. En estecasose

comprobóque la amplificación quese encontrabafavorecidaerala de] fragmento

mayor (396 pb, iniciadoresPT1-R/PT2-F),y seencontróquelas condicionesóptimas

de funcionamientoseconsiguenal utilizar 150 ng/reacciónde los iniciadoresPT y

60 ng/reacciónde los iniciadores1081.

Todaslascepasfueronprobadasconlos iniciadoresPT enunareacciónsimple

y conlos iniciadoresPT/1081en un PCRmúltiple y no seobservaronfenómenosde

competenciaentreambasamplificaciones,demostrándosedeestaforma la fiabilidad

de los resultadosdelPCRmúltiple. La utilizaciónde los 4 iniciadoresenun sólo tubo

permite verificar la pertenenciaal complejo M. tuberculosis y la presenciadel

fragmento mtp4O en una sola reacción, lo que suponeun ahorroimportanteen

reactivosy material.

Los resultadosobtenidosen la cuantificaciónde los ADN mediantela prueba *

comercial fueron bastante aproximados a los obtenidos mediante lectura en
*

espectrofotómetro,lo cual demuestraque éstemétodo puedeser una alternativa

eficazenaquelloscasosenlos queno sedispongademediosparaespectrofotometría.

4

r
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Los resultadosde las titulaciones de las diferentes combinaciones

iniciadoresseresumenen la tabla3.

TABLA 3. TITULACION DE DIFERENTES COMBINACIONES DE

INICIADORES.

Combinacionesde iniciadores en una

reacciónde PCR.

Concentración óptima (ng/reacción)

INS-1

INS—2

125 ng

125 ng

PT1-F

PT1-R

88 ng

88 ng

PT1-F

PT1-R

INS-1

INS-2

100 ng

100 ng

30 ng

30 ng

PTI-F

PT1-R

1081-L

1081-9

150 ng

150 ng

60 ng

60 ng

TB1-F

TB1-R

MYCGENJ

MYCCEN-R

21 ng

21 ng

28 ng

28 ng

125

de
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111.3.2 Estudio por PCR del espectro de hospedadoresde las secuencias

1S6110,1S1081,MPB7O y mtp4O en las cepas de micobacterias. y

Todas las cepas fueron testadascon el PCR múltiple desarrolladopara
1~

mtp4o/151081,con un PCRmúltiple descritoparalos genesMPB7O/ARNr 16Sy con

un PCR para 1S6110.Aquellas cepasque presentaronresultadosdiferentesa los

esperadosfueronretestadas4 vecespartiendode diferentessubcultivoscone] fin de

eliminar fallos en el métodoutilizado. En todaslas reaccionesde amplificaciónse

incluyó un control positivo y negativo con el fin de detectarcontaminaciones

cruzadas.En todos los casos se testaronen paralelo suspensionesbacterianas

inactivadasy DNA (20 ng/reacción).No seencontrarondiferenciasen los resultados

obtenidosal amplificarambostipos demuestras,lo cualrepresentaunagranventaja

ya quepermitela aplicacióndirectade la pruebasinnecesidadde extraery purificar

los ADN de las cepas.

El fragmento de 396-pb especificopara mtp40 se obtuvo al amplificar el

genomade 87 de las 91 (95,6 %) cepaspertenecientesa la especieM. tuberculosis,9

(81,8 %) de las 11 cepasdeM. africanumy de las 17 (100 %) cepasaisladasde focas.

Sólo en 4 de las 91 cepasde M. tuberculosis y 2 de las 11 cepasde M. africanum

estudiadas,no seobtuvoel productoesperado;la identificacióndeestosaisladosfue

confirmadaen dosocasionesporpruebasbioquímicasconvencionales.Conninguna

otra cepaseobservóel productode amplificaciónde mtp40.

*4

Como era de esperar,el fragmentode 238-pb especifico para 152082 se

encontró al amplificar el genoma de las 304 cepas pertenecientesal complejo

M. tuberculosisy no aparecióen ningunaotra especieestudiada.

*

La figura 8 muestraun gel deagarosateñidoconbromurode etidio, después

de la electroforesisde los productosobtenidostrasla amplificaciónmedianteel PCR t

múltiple PT/1081,de AUN procedentede 2 cepasde M. tuberculosis,2 cepasde M.

qfricanutn, 2 cepasde M. boris, 2 cepasde M. microti, 2 cepasde Mycobacteriumspp.

*4
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aisladosde focas,y M. kansasi.Las dos últimas callescorrespondena los controles

positivoy negativode la amplificación.

Ademásde las secuenciasanteriores,en todaslas cepasseestudiómediante

PCRla presencia/ausenciade la secuencia1S6110y de los genesMPB7O/ARNr 16S.

El fragmentode 1.030-pbespecíficode génerofue amplificado a partir del

genomade los 339 aisladosmicobacterianosy en todaslas cepaspertenecientesal

complejoM. tuberculosissecomprobóla presenciadel fragmentode372-pbespecifico

parael genMPB7O.

La presenciade ISÓIIO fue investigadaen las 339 cepasdel estudio y se

confirmó en 300 de las 304 cepaspertenecientesal complejo M. tuberculosis,en una

cepa de M. ulcerans y en una cepa de M. gilvum. Las cepasdel complejo M.

tuberculosisen las queno se detectóla secuenciafueron 4 cepasde M. tuberculosis

aisladasde pacientesvietnamitas.
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111.3.3 Resultadosde la aplicación de la prueba de la inmunoperoxidasapara

detectar el antígenoMPB7O.

Esta prueba se realizó en 223 cepas, todas excepto una de las cepas

identificadascomoM. bovisy las 17 cepasdeM. bovisBCC probadas,fueronpositivas

conla pruebade inmunoperoxidasaparadetectarel antígenoMPB7O. Todaslascepas

de M. microti y todaslas cepasaisladasde focas fueronnegativasa la misma.Por

último 1 cepadeM. tuberculosisyunacepadeM. africanumresultaronpositivasa esta

prueba.

Los resultadosobtenidostrasel análisisde las 339 cepasmediantePCRpara

lasdianasmtp40,1S2081,MPB7O, ARNr 168 e 1S6110,así comolos resultadosdel test

de inmunoperoxidasase resumenen la Tabla4.
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*49

111.4 DISCUSIÓN

*4

*4

El propósitode esteestudiofue desarrollarunareacciónde PCR en un sólo
*4

tubo que fuesecapazde detectarla presenciadel elemento1S1081 (específicopara
*4

microorganismosdel complejoM. tuberculosis),eidentificar la especieM. tuberculosis
*4,

detectandola presenciade la secuenciamtp40.
*

*4

Aunque mtp40 fue originalmente descritocomo especie-específicopara M.
*49tuberculosis (Del Portillo et al., 1991) y los resultadosde un recienteestudioen un
*4-

número limitado de cepasconfirmanestateoría (Sinclair et al., 1995), en nuestro *4,

*4estudiohemoscomprobadoque estasecuenciaaparecetambiénen M. africanumy
*4

cepasaisladasde pinnípedos.

La presenciadel elementoen 9 de las 11 cepasde M. africanum estudiadas,
*4

ponede manifiestola controversiaexistenteen la clasificaciónde estosaislados.La

especieM. aficanumestáconstituidapor un grupomuy heterogéneode cepascon —-
*4

característicasfenotípicascomunesa M. boris o a M. africarzunz dependiendode su

origengeográfico(David et al., 1978).
*4,

Las cepasde focas fueron originalmente identificadas,mediantepruebas

bioquímicasy pruebasde sensibilidada antibióticos,comoM. boris (Cousinset al.,
*4’

1993ay b). Sin embargoestascepas,a diferenciade lo que ocurre con M. boris, no —

presentaroncantidadesdetectablesde MPB7O cuandofueron analizadascon una
*4

pruebadeinrnunoperoxidasa(Wood et al., 1988,Veermanet al., 1990).Trasel análisis
*4

de su genomapor REA y RFLP, todas las cepasaisladasde focas, formaron un
*4

conjuntogenéticoperfectamentediferenciadodel formado por las cepasde M. boris

ais]adasdebóvidosy parecíanestarmásrelacionadasconM. tuberculosisqueconM.

boris (Cousinset al., 1993ay b). Debidoa las diferenciassignificativasentreambas,

secree quepuedatratarsede unanuevaespecie(Cousinset al., 1990, 1993ay b). La
*4,

presenciadel elementomtp40enestascepasconfirmael parecidode lasmismascon
*4

M. tuberculosis.
*4

IDA. vanEmbdem(comunicaciónpersonal)hacomunicadorecientementela
*4

existenciade cepasde M. boris aisladasde pacienteshumanosportadorasde la —

“ysecuenciamtp40,sin embargoen esteestudioningunade las 42 cepashumanasde
*4

e,

*4

*4,

*4
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M. bovismostraronla presenciade esteelemento.

La identificaciónde las4 cepasdeM. tuberculosisy las2 cepasde M. africanum

en las que no se encontró el elemento mtp40 fue reconfirmadapor pruebas

bioquímicas.Dos de las cepasde M. tuberculosisfueronsensibles(variedadasiática)

y dos resistentes(variedadclásica)a la TCH. Una de las cepasde M. africanum fue

confirmadacomotipo 1 y la otra comotipo 1.1.

Collins et al. en 1993 estudiaronel rangode hospedadorespara la secuencia

151081,y encontraronque sólo seencuentrapresenteen los miembrosdel complejo

M. tuberculosis y en la cepa TIMC 1470 (TrudeauCollection,National Institutes of

Health,Bethesma,Md.) deM. xenopi.En nuestroestudioseincluye el análisisde 4

aisladosclínicos y 2 cepastipo de M. xenopi ninguna de las cuales presentóel

productode amplificaciónesperadopara131081.

Recientementevariosautores(VanSoolingenet al, 1993;Yuen et al., 1993)han

encontradocepasde M. tuberculosiscarentesde la secuencia1S6110,estosaislados

suelenencontrarseconmayorfrecuenciaen zonasdel sudesteasiáticoy de la India.

En nuestroestudioestánincluidas4 cepasde M. tuberculosisaisladasde pacientes

vietnamitasqueno presentaronla secuencia1S6110.Sin embargo,hastael momento,

no se ha notificado la existenciade ningunacepasin la secuencia151081, lo cual

sugiereque 1S1081 es una buenaopción para comprobarla pertenenciade una

micobacteriaal complejoM. tuberculosis.

Nunca se había notificado la presenciade la secuencia1S6110 en cepas

micobacterianasfueradel complejoM. tuberculosis,hastaque en un recientetrabajo

(Kent et al., 1995) sedemostróhomologíaente156120y 6 especiesdemicobacterias

medianteunatécnicade nestedPCR.En estetrabajohemosdetectadoun productode

amplificacióncompatiblecon156210en 1 cepadeM. ulceransy 1 cepadeM. gilvum.

Estosnuevoshallazgosponendemanifiestola necesidaddeun estudioextensivodel

espectrode hospedadoresde estasecuenciaconel fin deprevenir resultadosfalsos

(tantopositivoscomonegativos)enla identificaciónpor PCRde los microorganismos

delcomplejoM. tuberculosis.

Se ha encontradoquela pruebade inmunoperoxidasaesun métodosimple,
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fiable y específicoparala identificaciónde la especieM. boris. La única cepade M.

boris que dio un resultadonegativo en esta prueba fue aislada de un paciente

humanonacido en Singapur. Cuandose repitió su identificación bioquímica,se

encontró que esta cepa tenía característicasintermediasentre M. boris y M.

tuberculosis,aunquese acercabamás a estaúltima. En esta cepano se encontróla

secuenciamtp40,lo cualesmásindicativo deM. boris.
*4-

*4-

Mediante el PCR múltiple mtp4o/ISIOSI, la mayoría de las cepasde M.

africanumseagruparonjuntoa M. tuberculosis,obteniéndoseun resultadopositivoen

la prueba para los patógenoshumanos.Sin embargo,M. boris y M. niicroti, los

patógenosanimales tradicionales daban un resultado negativo para mtp40. La

excepcióna esta regla fueron las cepasde focas, las cualesse agruparoncon los

patógenoshumanos.Comoconclusiónpodríaextraersequeenel momentopresente

no existe un único marcadorgenéticopara la identificación de especiesdentro del

complejoM. tuberculosisy sugerimosqueel PCRmú]tiple descritoen entetrabajo

podría usarse como una herramienta en combinación con otras pruebas

(inmunoperoxidasa,pruebasbioquímicas)para la identificaciónde las especiesde

estecomplejo.
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396 pb

M tuberculosis NI bQvís Agua MQ

SABCDEFABCDEF123456S

FIG. 1. Efectode la concentracióndeMgCl2 enla amplificaciónmediantePCR

dediferentesdianas(M. tuberculosis,M. bovisy AguaMQ) conlos iniciadoresPfl-R

y PT2-F. Calles 5, 100 Base-PairLadder (Pharmacia)utilizado como control de

tamañomolecularpara el ADN. Calles A a F, amplificación de 50 ng de ADN

purificado utilizando concentracionescrecientesde MgCI2 (1, 1,5, 2, 2,5, 3 y 4mM

respectivamente),unabandade396pb indica la presenciadel elementomtp40en el

genoma. Cal]es 1 a 6, amplificación de 5 pI de agua MQ estéril utilizando

concentracionescrecientesde MgCl2 (1, 1,5, 2, 2,5, 3 y 4mM respectivamente).
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ABCD1234S

396ph
238 ph

FIG. 2. Efectode la concentracióndeMgCI, en la amplificaciónmediantePCR

de diferentesdianas,conlos iniciadoresPT1-R/PT2-Fy 1O81-L/1O81-9.Calle5, 100

Base-PairLadder (Pharmacia)utilizado como control de tamañomolecularparael

ADN. Calles A a D, amplificaciónde 50 ng de ADN purificado de M. tuberculosis

utilizando concentracionescrecientesde MgCI2 (1, 1,5, 2 y 3 mM respectivamente>.

Calles 1 a 4, amplificación de 50 ng de AUN purificado de M. boris utilizando

concentracionescrecientesde MgCl2 (1, 1,5, 2 y 3 mM respectivamente).Una banda

de 396 pb y de 238 pb indican la presenciadel elementomtp40y de la secuencia

ISI081 respectivamenteen el genoma.
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SABCDE 12345

396 pb

FIG. 3a. Efecto del incremento de la temperatura de emparejamiento en la

amplificaciónmediantePCRde diferentesdianas,con los iniciadoresPTJ-R/PT2-F.

Calle 5, 100 Base-PairLadder (Pharmacia)utilizado como control de tamaño

molecularparael ADN. CallesA a U, amplificaciónde50 ng deADN purificadode

M. tuberculosis,M. tuberculosis,M. boris y M. avium respectivamente.Calle E,

amplificación de 5 pl de agua MQ como control negativo. Las condicionesde la

reacciónfueron1 mM deMgCl2 y 63
0C de temperaturade emparejamiento.Calles1

a 4, amplificaciónde 50 ng de ADN purificadode M. tuberculosis,M. tuberculosis,M.

boris y M. avium respectivamente.Calle5, amplificaciónde 5 pl de aguaMQ como

control negativo.Las condicionesde la reacciónfueron 1 mM de MgCl
2 y 65

0C de

temperaturade emparejamiento.Una banda de 396 pb indica la presenciadel

elementomtp4Oen el genoma.
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SABCDE12345

396 pb

FIG. 3b. Efecto comparativo del incremento de la temperatura de

emparejamientoy de la disminuciónenla concentracióndeMgCl2enla amplificación

mediantePCR de diferentesdianascon los iniciadoresPfl-R/PT2-F. Calle 5, 100

Base-PairLadder(Pharmacia)utilizado comocontrol de tamañomolecularpara el

ADN. CallesA aD, amplificaciónde50 ng deADN purificadodeM. tuberculosis,M.

tuberculosis,M. bovis y M. avium respectivamente.Calle E, amplificaciónde 5 pl de

aguaMQ como control negativo.Las condicionesde la reacciónfueron0,5 mM de

MgCl2 y 65
0C de temperaturade emparejamiento.Calles 1 a 4, amplificación de 50

ng de ADN purificado de M. tuberculosis,M. tuberculosis,M. boris y M. avium

respectivamente.Calle 5, amplificaciónde 5 pl de aguaMQ comocontrol negativo.

Las condicionesde la reacciónfueron 1 mM de MgCl
2 y 68

0C de temperaturade

emparejamiento.Una bandade 396 pb indica la presenciadelelementomtp40en el

genoma.
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SABCDE12345S

396 pb

FIG. 4. Efecto del incremento de la concentración de los iniciadores PTI-

R/PT2-F en la amplificación mediante PCR de diferentesdianas. Calles S, 100 Base-

PairLadder(Pliarmacia)utilizado comocontrol de tamañomolecularparael ADN.

CallesA a D, amplificaciónde50 ng deADN purificadodeM. tuberculosisal utilizar

concentracionesde 20, 25, 50, 100 y 200 ng de cada iniciador PT / reacción

respectivamente.Calles1 a 5 amplificaciónde 50 ng de ADN purificadode M. boris

al utilizar concentracionesde20, 25, 50, 100 y 200ng de cadainiciador PI / reacción

respectivamente.Las condicionesde la reacciónfueron0,5 mlv! de MgCl2 y 65
0C de

temperaturade emparejamiento.Una banda de 396 pb indica la presenciadel

elementomtp4oenel genoma.
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M. tuberculosis M. tuberculosis
SABCDEFGHI ABCDEFGHIS

396 ph
245 ph

FIG. 5. Titulación conjunta de los iniciadoresPTI-R/PT2-F e INS-1/INS-2 en

la amplificaciónmediantePCRde ADN pertenecientea 2 cepasde M. tuberculosis.

Calles 5, 100 Base-PairLadder (Pharmacia)utilizado como control de tamaño

molecularparael ADN. Calles A, B y C, amplificaciónde 50 ng de ADN purificado

de M. tuberculosisal utilizar una concentraciónde 50 ng de cadainiciador INS 1

reacción.CallesD, E y F amplificaciónde50 ng deADN purificadodeM. tuberculosis

al utilizar unaconcentraciónde75 ng de cadainiciador INS ¡ reacción. Calles G, H

e 1 amplificación de 50 ng de ADN purificado de M. tuberculosisal utilizar una

concentraciónde 100 ng de cada iniciador INS 1 reacción. Calles A, D y G

amplificación de 50 ng de ADN purificado de M. tuberculosis al utilizar una

concentraciónde 100 ng de cada iniciador PT 1 reacción. Calles B, E y 1-1

amplificación de 50 ng de ADN purificado de M. tuberculosis al utilizar una

concentraciónde 150 ng de cada iniciador PT 1 reacción. Calles B, 1 y G

amplificación de 50 ng de ADN purificado de M. tuberculosis al utilizar una

concentraciónde 200 ng de cada iniciador PT 1 reacción.Las condicionesde la

reacciónfueron0,5 mM de MgCI2 y 65
0C de temperaturade emparejamiento.Una

banda de 396 pb y de 245 pb indican la presenciadel elementomtp4o y de la

secuencia156110respectivamenteen el genoma.
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M. tuberculosis M. tuberculosis
SABCDEFGHI ABCDEFGHIS

396 pb
245 pb

FIG. 6. Titulación conjunta de los iniciadoresPfl-R/PT2-F e INS-1/INS-2en

la amplificaciónmediantePCRde ADN pertenecientea 2 cepasde M. tuberculosis.

Calles 5, 100 Base-PairLadder (Pharmacia)utilizado como control de tamaño

molecularparael ADN. CallesA, B y C, amplificaciónde 50 ng deADN purificado

de M. tuberculosisal utilizar una concentraciónde 30 ng de cadainiciador INS 1

reacción.CallesD, E y F amplificaciónde50 ng deADN purificadodeM. tuberculosis

al utilizar una concentraciónde 40 ng de cada iniciador INS ¡ reacción. Calles G, H

e 1 amplificación de 50 ng de ADN purificado de M. tuberculosisal utilizar una

concentraciónde 50 ng de cada iniciador INS ¡ reacción. Calles A, D y G

amplificación de 50 ng de ADN purificado de M. tuberculosis al utilizar una

concentraciónde 100 ng de cada iniciador PT 1 reacción. Calles B, E y H

amplificación de 50 ng de ADN purificado de M. tuberculosis al utilizar una

concentraciónde 150 ng de cada iniciador Pl’ ¡ reacción. Calles B, 1 y G

amplificación de 50 ng de ADN purificado de M. tuberculosis al utilizar una

concentraciónde 200 ng de cadainiciador Pl’ 1 reacción. Las condiciones de la

reacciónfueron0,5 mM de MgCl2 y 65
0C de temperaturade emparejamiento.Una

banda de 396 pb y de 245 pb indican la presenciadel elementomtp4O y de la

secuencia156110respectivamenteen el genoma.
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1 2 3
SABCDEFABCDEFABGDEFS

396 pb
238 pb

FIG. 7. Titulación conjuntade los iniciadoresPTL-R/PTZ-Fy 1081-L/1O81-9

enla amplificaciónmediantePCRdeADN pertenecientea: A, M. tuberculosis;B, agua

MQ; C, M. bovis; D, E y F, M. tuberculosis.Calle S, 100 Base-PairLadder(Pharmacia)

utilizado comocontrol de tamañomolecularparael ADN. CallesA, B, C, D, E y F,

{1>, A, B, C, D, E y F, (2) y A, B, C, D, E y F, (3), amplificación de 50 ng de ADN

purificado de las distintasdianasal utilizar unaconcentraciónde 30, 40 y 50 ng de

cada iniciador 1081 1 reacción respectivamente.Para todas ellas se utilizó una

concentraciónde 150 ng de cadainiciador PT 1 reacción. Las condiciones de la

reacciónfueron0,5 mM de MgCl2 y 65
0C de temperaturade emparejamiento.Una

banda de 396 pb y de 238 pb indican la presenciadel elementomtp4ú y de la

secuencia157081 respectivamenteenel genoma.



Marcadores genéticos

SABCDEFGHIJK+-S

396 ph
238 ph

FIG. 8. Amplificación mediantePCR,con150 ngde los iniciadores PTI-R/PT2-

F y 60 ng de los iniciadores1O81-L/1O81-9, de ADNs pertenecientesa: A y B, M.

tuberculosis;C y D, M. africanum; E y F, M. bovis;G y H, M. microti; 1 y J, bacilo de

focas;K, M. kansasii.Calle S, 100 Base-PairLadder(Pharmacia)utilizadocomocontrol

de tamañomolecular.Calles+ y -, controlespositivo y negativode la reacción.Las

condicionesparala amplificaciónfueron0,5 mM deMgCl2 y 65
0Cdetemperaturade

emparejamiento.Unabandade 396 pb y de 238pb indicanla presenciadel elemento

mtp40y de la secuencia1S7081 respectivamenteen el genoma.
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IV.1 OBJETO E INTERÉS DEL TRABAJO

M. bovisesaúnunodelos agentescausantesdeenfermedadesinfecciosasmás

importanteen la industriaganaderade muchospaíses(incluyendoEspaña).Debido

a que escapazde infectara una granvariedadde especies,tanto domésticascomo

salvajese incluso a] hombre, hay una gran necesidadde definir los principales

reservoriosy las rutas de transmisiónentreellos y el ganado.

Una de las herramientasmaspoderosaspara el estudiode la epidemiología

de las micobacteriaspatógenasesla diferenciaciónde cepás.Actualmentey paratal

fin, se estánutilizando técnicasgenéticasde tipificación, las cualesse basanen

diferenciasgenéticas(polimorfismosdel ADN) entrelos aislados.

La técnicamás utilizada hastae] momentoes el Restrictionfragn-zent length

polymorphism(RFLP) del ADN genómico,tambiénllamadoRestriction Endonuclease

Analysis(REA). Estatécnicaconsisteenponerdemanifiestounaseriede fragmentos

polimórficos de restricción mediante el uso de sondasespecificas dirigidas a

determinadoselementos.

En las cepaspertenecientesal complejoM. tuberculosisse hanidentificado 3

diferenteselementosgenéticosquecontribuyena la diferenciaciónentrecepasy que

puedenser útiles en estudiosepidemiológicos:la secuenciade inserción 156110

(Thierry et al., 1990) y lassecuenciascortasrepetitivasDR (DirectRepeat)(Hermans

et al., 1991) y PGRS<PolimorphicGC Rich Repeat)(Rosset al., 1992).

La técnicadeRFLPha sidoy estásiendoutilizadadeunamanerarutinariaen

estudiosepidemiológicosde tuberculosishumanaproducidapor M. tuberculosis.Sin

embargo,hastael momento,sóloseharealizadoun limitado númerode estudiosde

epidemiologíamolecularde M. bovis.

El objetode esteestudioha sido evaluarla aplicacióndel RIFLP con sondas

para los elementosantesindicados,en la caracterizaciónde cepasespañolasde M.

bovisdediferentesprocedenciasgeográficasy animales.Los resultadosobtenidoshan

sido de graninterésparaestablecerlasbasesparala creacióndeun bancode datos

epidemiológicoque en un futuro próximo permita la realización de trazados

epidemiológicosde los brotesde infecciónpor M. bovis en nuestropaís.
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IV.2 MATERIAL Y METODOS

I’V.2.1 Cepasde M. bovis analizadas

En esteestudioseexaminaron148 cepasdeM. boris quefueronaisladasenel

Laboratorio de micobacteriasdel Departamentode Patología Animal 1 (Sanidad

Animal) de la Facultadde Veterinaria de Madrid entrelos años 1991 y 1994. La

identificaciónde las cepasse realizómediantepruebasbioquímicasconvencionales,

sondasdeADN AccuProbe(GeneProbe)parael complejoM. tuberculosis,y PCRpara

detectarlos elementos186110 (Hermanset al., 1990b), 1871082/mtp40(Liébanaet al.,

1996) y ARNr16s/MPB7O(Wilton y Cousins,1992).

Estascepasprocedende aislamientosrealizadosa partir de tejidos animales

dedistintasespecies:bovinos(97),caprinos(30) y ovinos(1) deun total de36 granjas

diferentes.Ademásse incluyeronen el estudio 15 cepasde M. boris aisladasde

humanos,1 cepaaisladade un casoclínico de un gatodomésticoy 4 cepasaisladas

a partir de jabalíes.

Las cepasbovinasprocedende 5 áreasgeográficasespañolas:Castillay León

(granjasnúmerosb-1 al b-13), ComunidadCatalana(granjasnúmerosb-14 al b-24),

ComunidadAutónomade Madrid (granjanúmerob-257j, Cantabria(granjanúmero

b-26) y Castilla la Mancha(granjanúmerob-27).

Las cepascaprinasprocedende la ComunidadCatalana(granjasnúmeroscd

al c-6) y de la ComunidadAutónomade Madrid (granjasnúmerosc-7 y c-8). La cepa

ovina procedede la ComunidadCatalana(granjao-1).

La cepa felina procede de un caso clínico en un gato domésticode la

ComunidadAutónomade Madrid, las cepasde jabaliesfueronaisladasa partir de

animalesdel parquenacionalde Doñana,y las cepashumanasfueron aisladasen

distintoshospitalesde la ciudaddeMadrid y estuvieroninvolucradasenun brotede

tuberculosisenenfermosde SIDA. Estasúltimascepaspresentaronmultiresistencia

a todoslos antibióticosconocidosparael tratamientode la tuberculosisy ocasionaron

la muerte de todos los pacientescontagiados(Gómez-Mampaso,comunicación



Análisis de Dolimorfismos genéticos 145

personal).

En la Tabla 1 semuestrala distribución de las cepasen las distintasgranjas

y su localizacióngeográfica.

Como cepasde referenciapara los estudiosde tipificación se usaronM.

tuberculosisMt.14323y lvi. bovisBCG 3 ambascedidaspor el RIVM (NationalInstitute

of Public Healthand EnvironmentalProtection,Bilthoven, Holanda).

TodaslascepasseaislaronenmediosdeColetsos(tñoMérieux)y Lówenstein-

Jensen(bioMérieux) a una temperaturade 37”C hastala obtenciónde un número

suficientede colonias.
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TABLA 1. Distribución de cepasen granjas y especies.

Rebano (Ana) N de cepas Origen

b-l Castilla y León) 3 bovino

b-2 (Castilla y León) bovino

b-3 (Castilla y León) 1 bovino

b-4 (Castilla y León) 3 boviní’

VS Castilla y León) 2 bovino

b-6 (Castilla y Leóeí) 1 bovino

b-7 (Castilla y León) 2 bovino

b-8 (Castilla y León) 1 bovino

b-9 (Castilla y León) 4 bovino

blO (Castilla y León) 3 bovino

b-11 (Castilla y León) 3 bovino

b~12 Castilla y León) 2 bovino

b-13 (Castilla y León) 4 bovino

b-14 (Cataluña) 1 bo’-mo

b-15 Cataluña) 1 bovino

b-1E (Cataluña) 3 bovino

b-17 (Cataluña) bovino

b-18 (Cataluña) bovino

19 (Cataluña) bovino

b-20 (Cataluña) 1 bovino

b-21 (Cataluña) 2 bovino

b-22 Cataluña) 20 bovino

b-23 (Cataluña) 4 bovino

b-24 (Cataluña) 20 bovino

b-25 (Cantabria) 1 bovino

b-26 <Guadalajara) 1 bovino

b-27 (Madrid) 1 bovino

e-a (Cataluña) 6 caprino

c-2 (Cataluña) 12 caprino

c-3 (Cataluña) 1 caprino

r—4 (Cataluña) 2 caprino

rS (Cataluña) 2 caprino

c-6 Cataluña) 1 caprino

e-Y (Madrid) 5 caprino

7 (Madrid) a caprino

0-1 (Cataluña) 1 ovino

Hosp. Ramón y Catal 15 humanos

Madrid 1 telina

Doñana 4 jabalíes
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IV.2.2 Descripción de las granjas incluidas en el estudio.

IV.2.2.1 Granjas de la Comunidad Autónoma de Castilla y León

* granja Nl (“León 1”): situada en La Cuesta (secciónagraria comarcal de La

Bañeza).Se trata de unaexplotaciónconun contingentede animalesestabledeunas

15 cabezas(8-10 hembrasadultasen producción)de aptitud cárnica(produccióny

engordede terneros).Susituaciónhigiosanitariaesmuy precaria:los animalesestán

estabulados,las condicionesdeventilacióne iluminaciónsondeficientesy los suelos

y paredesestánmuy sucios.La presentaciónde la tuberculosisesenzoóticadesde

1992,el posiblepapelen la transmisiónde la enfermedadespocoimportanteya que

setrata de una explotaciónaisladade montañay los animalessalendirectamentea

matadero.
* granja b-2 (“León 21”): localizadaen Valdemora (S.A.C. de Valencia de Don

Juan).Es unaexplotacióndestinadaa la producciónde lechey ventadeterneroscon

un contingenteestablede unas60 cabezas(40 hembrasen producción)de raza

frisona. La situaciónhigiosanitariaes deficiente, los animales se encuentranen

libertad en un parqueexterior con suelo de cemento.La enfermedadaparecióde

forma explosivaentre1993 y 1994,realizándoseun vacío sanitariode la explotación.

El posiblepapelen la transmisiónde la enfermedades poco importanteya quela

ventade terneroseraparamuerte.

* granja b-3 (“León 51”): situada en San Félix de la Valdería (S.A.C. de La

Bañeza).Se trata de una explotaciónpara producciónde leche y venta de terneros

conun contingenteestablede unos20 animales(12 hembrasenproducción)deraza

frisona. Los animalesseencuentranen deplorablescondicioneshigiosanitariasy la

enfermedadaparecióen 1994 en un brote que afectóa un 20 % de los animales,

desapareciendoen 1995. El papel en la transmisiónde la enfermedades poco

importanteya quela ventade terneroserapara muerte.
* granja b-4 (“León 56”): localizada en Val de SanRomán (S.A.C. de Astorga).

Es unaexplotaciónparaproducciónde lechey ventadeterneroscon uncontingente

estable de unos 25 animales (18 hembras en producción) de raza frisona. La
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*4

condicioneshigiosanitariasson deficientesy la tuberculosisha tenido un carácter

enzooótico desde 1990. El papel en la transmisiónde la enfermedades poco

importanteya que la venta de ternerosera paramuerte.
* granja b-5 (“León 7”): situadaen Calzadade la Valdería (S.A.C. de La

Bañeza). Explotación para producción de leche y venta de terneros con un

contingenteestablede unos10 animales(5 hembrasenproducción)de raza frisona.

Condicionesde explotaciónmuy deficientesy enfermedadde carácterenzoótico

desde1992. El papelen la transmisiónde la enfermedadespoco importanteya que
*4la venta de ternerosera paramuerte.
*4

* granja b-6 (“León 14~t): localizada en Santa María de la Isla (S.C.A. de La

Bañeza).Explotaciónparaproducciónde lechecon un contingenteestablede unos

70 animales (40 hembras en producción) de raza frisona selecta. Condiciones

higiosanitariasadecuadas,la enfermedadaparecióen 1993 por introducciónde

ganadono saneado.El papeltransmisorde estagranja esimportanteya quevende

animalesde alta calidadgenéticaa otrasexplotaciones.
* granja b-7 (“León 19”): situada en Cebrones del Río (S.A.C. de La Bañeza).

Explotación destinadaa la producción láctea y a la venta de terneroscon un

contingenteestablede unos40 animales(25 hembrasenproducción)deraza frisona.

Deficientescondicionesde explotacióny problemapresentede forma enzooótica

desde1992. El papeltransmisorde estagranja es importanteya quevendeterneras

a otrasexplotaciones.
* granjab-8 (“León 27’): emplazadaen SanCristóbalde la Polantera(S.A.C.

de La Bañeza),censode explotaciónmuy reducido(4 cabezas)conanimalesfrisones

para producción de leche. Enfermedadde carácter enzoótico desde 1992, sin

importanciaen la transmisiónde la mismaa otrasexplotaciones.
* granja b-9 (“León 38”): situada en Quintana de Rueda (S.A.C. de León),

localidadcaracterizadaporungrannúmerodeestablosconpresenciadetuberculosis.

Explotacióndestinadaa la producción láctea y a la venta de terneros con un

contingenteestabledeunos15 animales(10 hembrasenproducción)de razafrisona.

Deficientes condicionesde explotacióny problemapresentede forma enzooótica

desde1992. El papeltransmisordeestagranjaespoco importanteya que no vende
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ternerasaotrasexplotacionesy las dedicaa reposicióno asu ventaparamuerte.Sin

embargo,estagranjacompróanimalesde diversaprocedenciaen los últimos años.
* granja b-1O (“León 41-Ponferrada”): localizadaen Mansilla Mayor (S.A.C. de

León). Granja con un contingentemuy variable dedicadaa la recría de terneras

frisonas para venta en vida, malas condicioneshigiosanitariasy tuberculosiscon

carácterenzooóticotanto enternerascomoen animalesadultos.El papeltransmisor

de estagranjaesimportanteya quevendeternerasa otrasexplotaciones.
* granja b-fl <“León 29”): situada en Val de SanLorenzo (S.A.C. de Astorga).

Granja con un contingentemuy variable (compra animales de las más variadas

procedencias)dedicadaal engorgede ternerospara su venta para carne, malas

condicioneshigiosanitariasy tuberculosiscon carácterenzooótico.El papel en la

transmisiónde la enfermedadespoco importanteya que la venta de ternerosera

paramuerte.
* granja b-12 (“León 37’): emplazadaenQuintanadeRueda(S.A.C. de León).

Explotación destinadaa la producción láctea y a la venta de terneroscon un

contingenteestabledeunos15 animales(10 hembrasen producción)derazafrisona.

Deficientescondicionesde explotacióny problemapresentede forma enzooótica.

Papelen la transmisiónde la enfermedadpoco importante.
* granja b-13 C’León 54”): situada en San Román de la Vega (S.A.C. de

Astorga).Explotacióndestinadaa la producciónlácteay a la venta de terneroscon

uncontingenteestabledeganadofrisónselecto.Condicionesdeexplotacióncorrectas,

la tuberculosisseintrodujo por la comprade ganadosin controlaren 1991 y desde

entoncesmantieneun carácterenzoótico.

IV.2.2.2 Granjasde la ComunidadAutónomade Cataluña.

* granjab-14<“133.AD”): situadaen la comarcade Borredá.Explotaciónde30

cabezasde raza frisona destinadasa la producciónde leche, buen estadohigio-

sanitario.

* granja b-15 (“653.BD”): localizada en St. Agustí de Llu4anés.Es una

explotación familiar de 21 cabezas (adultas) de raza frisona y destinadas a la
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producciónde leche. Condicionesde explotaciónmediocres,se realizó un vacío

sanitariodespuésde constatarseque todo el ganadode la cuadraera tuberculina

positivo.

* granja b-16 (“215.CG”>: situada en Folgueroles.Explotación familiar de unas

12 cabezasdevacunofrisón destinadoa la producciónde leche.En las últimasdos

tuberculinizacionesno ha tenidoanimalespositivos.
* granja b-17 (“405.AB”): emplazadaen Malla. Se trata deunaexplotacióncon

unas102 cabezasde ganadofrisón destinadoa producciónde leche. Presentóun

problemade tuberculosisenzoóticaentre los años 1986-89, a partir del año 1991

sacrificó adecuadamentea todoel ganadopositivo a tuberculinay repusoanimales

de explotacioneslibres de tuberculosis.Actualmenteestálibre de la enfermedad.
* granja b-18 (“583.AG”>: situada en Prats de Llu~anés.Es una explotación

familiar de 17 animalesdestinadaa la producciónde lechey terneros.Se realizó un

vacío sanitario despuésde constatarseque todo el ganado de la cuadra era

tuberculinapositivo.
* granja b-19 (“Salvi”>: localizada en Mollet del Valles. Explotación de 15

animalesde aptitud lactopoyética.Deficientescondicionesde explotación.
* granja b-20 (“661.BC”): situada en St. Boi de Llu§anés. Es una explotación

familiar de unos20 animales,entre1991 y 1993 sesacrificóadecuadamentetodoel

ganadopositivo a IDTB. Actualmentereponea partir de explotacioneslibres de la

enfermedady en el último control no presentóningúnanimal positivo.
* granja b-21 (“397.AV”): emplazadadaen Llu§á. Granja familiar de unos 20

animalesquesacrificóa todo su contingenteen 1992.
* granja b-22 (“Verge”>: situadaenPenelles.Explotacióndeunos400 animales

de razafrisona y aptitud lactopoyética,entre 1992 y 1993 aparecieronun elevado

númerode animalespositivos que se sacrificaron,en 1994 se realizó un vaciado

sanitariopor un problema de brucelosis.Hoy en día la granja ha repuestosus

animalescon ganadoselectoprocedentede Holanda,Dinamarcay Alemania.
* granja b-23 (“Teruel”): situada en Vic, pocos datos sobre esta explotaciónya

quelos animalesde la mismasemuestrearonsólopor el hechodequesesacrificaron

enel mataderoel mismodía enque seestabainspeccionandootros animales.Sólose
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conocequeestosanimaleserantuberculinapositivos.

* granja b-24 (“Agusti”): localizada en Llivia. Explotación de unas300 cabezas

de ganadofrisón selecto.Problemade apariciónexplosivaque llevó a la realización

de un vaciadosanitario.

* granja c-1 (“Barna 1”): situada en la comarca del Vallés Oriental, en la

localidadde St. Perede Vilamajor. Explotacióncreadaen 1987con animalesde raza

murciano-granadinaprocedentesde Murcia, Granaday Málaga, destinadaa la

producciónde lechey quesos.Actualmentelas hembrasprocedende la reposición

de la propiagranja,pero los machossiguenprocediendodel sur de España.
* granja c-2 <“Barna 2”): emplazadaen la comarca del Vallés Oriental, en la

localidadde Cánoves,característicassimilaresa la anterior.
* granja c-3 (“Barna 3”): situada en la comarca del Vallés Oriental, en la

localidaddeLes Franquesesde] Vallés. Animalesderazamalagueña,los machosson

de seleccióngenética y estántatuados.Es una práctica común el intercambiode

animalesentreestas3 explotaciones.
* granja cA (“Barna 4”): situada en la comarca del Baix Camp, en la localidad

de l’Albiol. Explotación familiar con bajo número de animales de procedencia

desconocida.
* granja c-5 (“Barna 5”): situada en Artese de Segre (Lleida), características

comunescon las granjasc-1, c-2 y c-3.
* granja c-6 (“Barna 6”): situada en el Baix Pénedes,en la localidad de l’Arboc.

Se trata de unapequeñaexplotaciónconuncontingentevariabley conescasosdatos

sobre su procedencia.Pastoscompartidoscon ganadoovino de la mismalocalidad.
* granja o-1 (“ovino”): granja de ovino situada en en el Baix Pénedes,en la

localidadde l’Arboc.

IV.2.2.3 Granjasde otrasComunidadesAutónomas

* granja b-25 (“Santander”): situada en Santander (Cantabria), explotacióncon

300 cabezasde vacunofrisón destinadaa la producciónde leche. La enfermedad

aparecióen forma de broteexplosivo.
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* granja b-26 (“Guadalajara”): situada en Campillo de Ranas(Guadalajara),

explotaciónde 70 cabezasen régimen extensivoy destinadasa la producciónde
*4

carne.La tuberculosisaparecióunforma de broteagudo.
* granja b-27 (“Madrid 1”>: situada en Colmenar Viejo (Madrid), explotación

de 70 cabezasde ganadofrisón destinadoa la producciónde leche.
* granja c-7 (“Colmena?’>: situada en Buitrago, es una granja de unos 100

animales selectosde raza Cabra del Guadarrama.En los últimos dos años ha

presentadoun problemacrónicadetuberculosisconelevadosíndicesdepositividad.
* granja c-8 (“Madrid 2”): situadaen Fuencarral, setrata de una granja escuela

en la quesólo existíaun animalque fue compradoen la granjac-7.
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IV.2.3 Extracción del ADN

Una vez identificadasy constatadala purezade las cepasmedianteexamen

de la morfología de las colonias y tinción de Ziehi-Neelsen,se procedió a su

subcultivo en 25 ml del medio líquido Middlebrook 7H9 broth (Difco, Detroit,

Michigan) suplementadocon MiddlebrookOADC enrichmentw/WR 1339 (Difco,

Detroit, Michigan), piruvato sódico(4 gIl) e hidrolizado pancreáticode caseína(1

gil) (Difco, Detroit, Michigan). Las cepasse mantuvierona 3~C con agitación

ocasional,hastala obtencióndeun sedimentode cultivo suficienteparala extracción

dcl ADN.

El sedimentode los cultivos serecogiómediantecentrifugacióndel tubode

cultivo a 6000 r.p.m. durante30 minutos (centrífuga SIGMA 3-10). Tras retirar el

sobrenadantemediante decantación,el sedimentoobtenido se pasó a un tubo

Eppendorfde 1,5 ml.

Lascélulasfueronresuspendidasen350pl de aguaestérile incubadasdurante

3 horasa 3TC tras añadir 50 pI de una soluciónde lisozima (20 mg/mí) (SIGMA).

Se procedióa continuacióna la lisis de las célulasmediantela adiciónde 50 pl de

SDS (laurilsulfato de sodio) al 10 % y a la digestiónde los restosproteicosde la

muestra,para lo cual éstase incubó duranteuna noche a 500C con 50 pl de una

soluciónde proteinasaK (1 mg/mi) (SIGMA).

Despuésde la digestión,seañadieron100 pl de unasoluciónSM de NaCí y

80 pl de una soluciónde CTAB/NaCl (CTAB al 10 %, NaCí 0,7 M) precalentadaa

650C, semezclófuertementeenun agitadory seincubódurante10 minutosa 650C.

A continuaciónse realizó una extracciónañadiendo0,6 ml de una mezcla

clorofonno/isoamilico(24:1), se mezclóen un agitadordurante10 segundosy se

centrifugó a temperaturaambiente durante 5 minutos a 6500 rpm en una

microcentrífuga(Eppendorf).Serecogiócuidadosamentela faseacuosasuperiory se

procedióa la precipitacióndel ADN con isopropanola -200C,paralo cual seañadió

ala muestraunvolumenequivalentedeisopropanol,semezclómediantela inversión

repetidadel tuboy semantuvoa -200C hastala visualizacióndehebrasalgodonosas.

Parala recuperacióndel ADN precipitadose centrifugódurante10 minutosa 6500
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rpm en la microcentrífuga(Eppendorf415-C),desechándoseel sobrenadante.

E] ADN así obtenido selavó 2 vecescon etanol a] 70 % y se desecóen una

estufaa 370C,paraevaporarlos restosalcohólicos.Posteriormentesedisolvió en 30

pl detampónTE (10 mM Tris HCl, 1 mM EDTA, pH 8) y semantuvoa 40C hastasu

utilización.
*4

En cada lote de extraccionesse incluyó un control negativo y positivo de

extracción para detectar contaminacionescruzadasy/o posibles errores en la

metodologíaempleada.
*4’

La concentración y la calidad de los ADN obtenidos se analizó mediante

electroforesisde la mezclade 1 pl del ADN extraídomás3 pl H
20 ultrapuraestéril

y 1 pl de tampónpara muestrade ADN con ARNasaSx (SB Sx) [50 % glicerol

(peso/volumen),50 mM Tris/HCl pH 7,5, 5 mM EDTA, 0,05 % azul de bromofenol,

30 pg/ml de ARNasa (BoehringerMannhein)],en un gel de agarosa(BIORAD) al

0,8% durante1 hora a 80 voltios (proporcionadopor unafuentede voltaje variable

de BIORAD) y utilizando comotampónTAE lx (40 mM Tris-acetato,lmM EDTA).

Despuésse procedió a la tinción del gel con bromuro de etidio (30 minutos en

immersiónen una soluciónal 0,5 pg/ml), y a fotografiarlobajo luz ultravioleta.La

concentraciónaproximadadelADN seestimómediantecomparaciónconunaescala

patrón(Van Soolingenet al., 1992b).
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IV.2.4 RestrictionFragmentLengthPolymorphism(RFLP)

IV.2.4.71 DigestióndelADN cromosómicocon la enzimade restricciónPvull

Lasendonucleasasderestricciónsonenzimasquereconocensecuenciascortas

denucleótidosy digierenel ADN decadenadobleen lugaresespecíficos,generando

de estemodo fragmentosmenoresde ADN.

La enzimaPvull, obtenidadeProteusvulgaris reconocela secuenciaCAG CTG

y digiere el ADN específicamenteentreesosdos tripletesde bases.La secuenciade

inserción 1S67110 poseeun único sitio de restricciónpara PvuII localizadoen la

posición 464 pb de su secuencia(Thierry et a]., 1990), los elementos1S1081 (Colilins

y Stephens,1991) y mtp4O(Parraet al., 1991) no poseenningún sitio de restricción

paraPvuliI ensu secuencia.

Aproximadamente4 pg de la muestrasde ADN de M. bovis y 4 pg de ADN

genómicode cadaunade las cepasde referenciaMt.14323y BCG3 sedigirieron con

Pvufl (BoebringerMannheim).Las digestionessellevaron a cabo en gruposde 30

muestras(28 ADN de M. bovisy 2 ADN de los controlesMt. 14323y BCG3).

La digestiónserealizóen un tuboEppendorfde 1,5 ml en un volumenfinal de 20

pl con los siguientescomponentesla reacción:
* 4 pg de ADN.

* 2 pl de tampón de incubación lOx [100mM Tris/HCl pH 7,5, 100 mM

MgCl2, 500 mM NaCí, 10 mM ditioeritritol (DR)].
* 0,5 pl de Pvull (40 U/pl).

* H20 ultrapuraestéril hastaunvolumenfinal de 20 pl.

Los constituyentesde la reacción se mezclaron cuidadosamentey se

centrifugarona12.000rpmenunainicrocentrífuga(Eppendorf415-C).Posteriormente

la mezclaseincubóa 37
0C en bañode aguaduranteal menos4 horas.

Una vez transcurridoel tiempodeincubaciónse pasabaa añadira los 20 pl

decadamuestradigerida5 pi detampónparamuestrade ADN con ARNasay con

marcadorinterno de pesomolecular5x (SR 5x) [SB5x, 0,5 ng/pl PhiXl74/HaellI
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fragments(GIBCO BRL), 1 ng/plSupercoiledDNA ladder(GIBCO BRL) digeridocon

Pvull~j.

Parala preparacióndel SupercoiledDNA ladder/Pvuflseprocediócomo se

indica a continuación:

Se precipitan50 pl del SupercoiledDNA ladder a 250 ng/pl (GI13CO BRL)

añadiendo:150 pl deTE lx (10 mM TrislUCí, 1 mM EDIA, pH 8), 500 pl deetanol

absolutoy 25 pl de NaCí SM. La mezclaseincubaa -200C durante30 minutosy se

centrífugaa 12.000rpmdurante15 minutosen microcentrífuga,paraposteriormente

retirarel sobrenadantey dejarsecarel precipitadoenestufa a 370C. Una vez seco,el

precipitado se resuspendeen 58 pl de TE 0,lx. A continuaciónse procede a la

digestión del ADN añadiendo5 pl de la enzima Pvufl (40 U/pl, Boehringer

Mannhein)y 7 pl del tampónde incubaciónlOx e incubandola reaccióndurante12

horasa 370C. Seguidamentela mezclasefenoliza añadiendo330 pl de TE lx y 400

pl de fenol:cloroformo:alcoholisoamílico (25:24:1),semezclapor inversióndel tubo

varias veceshastaqueseforma unaemulsióny secentrifugaa 12.000rpm durante

15 segundosen microcentrífuga.La faseacuosasuperiorserecogecuidadosamente

y setransfierea un nuevotubo, el ADN seprecipitaahoraañadiendo1 ml deetanol

absolutoe incubandoa -200C durante30 minutos.Pararecogerel ADN precipitado

se procede a centrifugar a 12.000 rpm durante15 minutos en microcentrífuga,

despuésde retirar el sobrenadantey de secarel precipitado,éstese resuspendeen

40 pl deTE lx. La concentraciónfinal del marcadoresequiparablea la original (250

ng/pl).

Paracomprobarquelas muestrasde ADN hansidocorrectamentedigeridas

con PvuII, se procede a cargar 5 de los 25 pl de cadauna de las mezclasADN

digerido/SR5x en un gel de agarosaal 1% (gel de comprobación)y se sometena

electroforesiscontampónTAE durante15 minutosa 100 voltios.Despuesde teñirel

gel conbromurode etidio y fotografiarlobajo luz ultravioleta,podemoscomprobar

si la digestiónsehacompletadoentodaslasmuestrasy podemosestimarla cantidad

relativadeADN digeridoquetenemosencadaunadeellas.Estonospermitedecidir

quecantidadde la muestradigeridavamosa sometera la electroforesis(debeser de
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aproximadamente2 pg) y reajustarla cantidadde ADN parala digestiónconAluI

encasode queen algunade las muestrasla estimaciónde la cantidaddeADN que

hemosdigeridoconPvuII no fuesecorrecta.Hay queresaltarqueesimportanteque

la cantidad de ADN utilizada para la digestión en cada muestra sea lo más

homogéneaposible en todasellas, asícomo la cantidadde ADN digerido que se

sometaa la electroforesis.

IV.2.4.2 Digestióndel ADN cromosómicocon la enzimade restricciónAluI

La endonucleasaAIuI, obtenidade Arthrobacterluteus,reconocela secuencia

AG CT y digiere el ADN específicamenteentre ambospares de dases.

Aproximadamente4 pg de la muestrasde ADN de M. bovis y 4 pg de ADN

genómicodecadaunadelas cepasde referenciaMt.14323y BCG3 sedigirieron con

tul (BoebringerMannheim).Las digestionesse llevaron a caboen gruposde 30

muestras(28 ADN deM. bov~s y 2 ADN de los controlesMt. 14323y BCG3).

La digestiónserealizóen un tubo Eppendorfde 1,5 ml en un volumenfinal de 20

pl con los siguientescomponentesla reacción:

‘<4 pg de ADN.

* 2 pl de tampón de incubaciónlOx [100mM Tris/HCl pH 7,5, 100 mM
MgCl2, 500 mM NaCí, 10 mM ditioeritritol (DTE)].

2 pl de tuI (10 U/pl).

* I~I2O ultrapuraestérilhastaun volumenfinal de 20 pl.

Los constituyentes de la reacción se mezclaron cuidadosamentey se

centrifugarona 12.000 rpm en una microcentrífuga.Posteriormentela mezcla se

incubóa 3TC enbañode aguaduranteal menos4 horas.

Una vez transcurridoel tiempo de incubación se procedíaa inactivar la

endonucleasatul mediantetratamientotérmico a 65
0C durante15 minutos (su

inactivación impide que la enzima actúe sobre el marcador interno de peso

molecular),paraposteriormenteañadira los 20 pl de cadamuestradigerida5 pl del

SR 5x,
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*4’

IV.2.4.3 Marcadores de tamaño molecular

Wc

La utilización de marcadoresinternos de peso molecular es de enorme

importanciaparaincrementarla fiabilidad delanálisispor ordenadorde los patrones

debandasobtenidosen los RFLP,y parapermitir la comparaciónderesultadosentre

distintos geles y el intercambio de datos entre laboratorios.En la metodología

empleadaen esteestudiosehanutilizado 2 tipos distintosde marcadores:

a> ADN deM. tuberculosisMt. 14323y M. bovis BCG3. Estos ADN sedigieren

junto al resto de las muestrasy se cargansiempreen los pocillos número1 y 30

respectivamentede cadagel, de forma que despuésde la hibridación con las

diferentessondas,podamoscontarconunoscontrolesqueserviránparaverificar que

la digestión y la hibridación han sido correctas.Además estos patrones,al ser

conocidosde antemanoe igualesparatodoslos geles,nos ayudana comprobarque

la normalizaciónde los gelesdurantee] análisispor ordenadores correcta.
*4-

*4

b) Una mezcla de Supercoiled DNA ladder (GIECO BRL)-PvuIIy PhiXl74-

Haelil (GIBCO BRL) queseañadea cadamuestrade ADN digeriday quesirvecomo

un marcador interno de tamaño molecular. Para visualizar este marcador, las

membranasdenylon unavez hibridadasconlas sondasespecíficascorrespondientes,

se rel-¡ibridan con una mezcla de SupercoiledDNA ladder (GIBCO BRL)-Pvufl y
e

PhiXl74-HaellI (GIBCO BRL). *4.

El uso de estemarcadorinternopermiteunaestimaciónprecisadel tamaño

molecularde los fragmentosde restriccióndel ADN que han hibridado con una

sondadeterminada.Paraello sólohayquesuperponerlos autoradiogramasobtenidos

con la sondaespecíficay con la sondaparael marcadorde pesomolecular.Estos

marcadoresson críticos cuandoesnecesariorealizarel análisis por ordenadordeun

gran númerode cepas.

Todoslos componentesdel ADN del SupercoiledDNA ladder (11 plásmidos

con tamañosentre2 y 16 kb) estánsuperenroliados,al digerirlo con PvuII todoslos
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fragmentospasande ser circularesa ser lineares,exceptoel máspequeñode ellos

(2,067 kV) que no posee un sitio de restricción para PvuII. En este último

aproximadamenteun 30 % delproductopasaa sercircular abiertoy secomportaen

la electroforesisde formamuy parecidaa comolo haríaun fragmentolineardeigual

tamaño (2 kb), el resto del fragmento que aún está superenrolladotiene una

movilidad similar a la de un fragmentolinear de 1,25 kb.

Los fragmentosque se visualizanpara estemarcadortienen los siguientes

tamaños:

Supercoiled DNA ladder-PvuII: 16.210, 14.174, 12.138, 10.098, 8.066, 7.048,

6.030, 5.012, 3.990, 2.972, 2.06r y 1.250 kb.

PhiXl74-HaeIII: 1.353, 1.078,872, 603, 310, 281, 234, 194, 118 y 72 pb.

IV.2.4.4 Electroforesis de las muestras de ADN digerido.

Digestióncon PvuII

:

Paracadagrupode30 muestrasdigeridasconPvuII secargay secorreun sólo

gel (Gel A) comoseindica a continuación:

Unavez comprobadala digestiónseprocedea cargaren un gelde agarosaal

1 ~ (seutilizan cubetasdeBIORAD tamañograndeparagelesde225 mI) el volumen

de las muestrasque sehaestimadoa partir del gel de comprobación.Si la decisión

original de la cantidad de ADN utilizada en la digestión fue correcta, todas las

muestraspresentaránun aspectosimilar (Figura1) y comomediaserásuficientecon

cargar12 de los 20 pl de los quedisponemos(lo quecorrespondea unos 2 pg de

ADN digerido).En aquelloscasosen los que se adviertamenor cantidadde ADN

digerido o unadigestiónde mala calidadsedebeincrementarla cantidadde ADN

quesecargaparaesamuestra(hasta20 pl si fuesenecesario),ademásenestoscasos

se debereajustarel volumende ADN queseemplearáparala digestiónconAZul.

Las condicionesde la electroforesisson de 45 voltios durante16 horascon

recirculacióndel tampón(TAE lx) y refrigeracióna 140C (Chila’er BIORAD).
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DiRestióncon AZul

:

Paracadagrupode 30 muestrasdigeridasconAZul secargany se correndos

gelescomose indica a continuación:

Gel B: en un gel de agarosaal 1 % (se utilizan cubetasde BIORAD tamaño

grandeparagelesde 225 mí>, secargan12 de los 25 pl de los que disponemos.Las

condicionesde la electroforesisson de 45 voltios durante28 horasconrecirculación

del tampón(TAE lx) y refrigeracióna 140C (Chiller BIORAD).

Gel C: en un gel de agarosaal 1,5 % (se utilizan cubetasde BIORAD tamaño

grandepara geles de 225 mí), se carganlos restantes13 pl. Las condicionesde la

electroforesisson de45 voltios durante16 horascon recirculacióndel tampón(TAE

lx) y refrigeracióna 140C (Chiller BIORAD).

En cada gel (tanto de PvuII como de AZul) los pocillos números1 y 30 se

reservanpara los controlesM. tuberculosis Mt.14323 y M. bovis BCG3, y las 28

muestrassecolocanen los pocillosnúmeros2 a 29. En el esquemautilizado llamamos

pocillo número1 al de la esquinasuperiorderechay pocillo número30 al de la

esquinasuperiorizquierda.

IV.2.4.5 Southernblotting

Medianteesta técnicasepersiguela transferenciade los fragmentosde ADN

electroforéticamenteseparadosa membranasdenylon queactuaráncomosoportede

las hibridacionespostenores.

Los ADN digeridosy separadosmediantela electroforesissetransfirierona

membranasdenyloncargadaspositivamente(BoehringerMannheim)medianteel uso

de un aparatode blotting por vacío (PharmaciaLKB Biotechnology).

Las membranasseprepararonde la siguienteforma:

1) SecortaunaNylon Membrane,positivelycharded(BoehringerMannheim)con

forma de rectángulode un tamaño20 x 15 cm.

2) Se marcael bordesuperiorderechomedianteun pequeñocorte.
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3) Se rotula con el códigode la membranautilizandopara ello un boligrafo

ordinario (al lado del corte y lo más cercaposibledel borde).Con el fin de queel

códigopuedaevidenciarseenel autoradiograma,se aplicabapor encimadelmismo

y conla ayudadeun pincel la llamadamezclapara marcado(MM) (12,5 ml TE lx,

1 ml SR 5x, 500 pl de ADN de M. tuberculosisMt.14323 a 10 ng/pI, 4 pl PhiX174-

HaellI a 500 ng/pl, 10 pl SupercoiledDNA laddera 250 ng/pl y 1,5 ml NaOH4 M);

unavez aplicadasesecabaconla ayudade un secadorde aire caliente.

4) Se aplica1 pl de la mezclaparapuntosde referencia(SRM) (35 pl deAUN

de M. tuberculosisMt.14323 a 1 ng/pl, 5 pl de NaOH 4 M y 10 pl de SRSx) a cada

unade lasesquinasde la membranay seguidamentesesecacon un secadorde aire

caliente.Estos4 puntosnos proporcionarán4 referenciasparapodersuperponerlos

autoradiogramasconprecisión.

5) La membranaasípreparadasemoja enaguaMQ estéril, quedandoasí lista

parasu utilización.

Todoslos componentesdel aparatodeblotting por vacío debenenjuagarsecon

aguaMQ antesde su uso, el equipode transferenciasemontabacomo seindica a

continuación:

1) El soporteporososecolocasobrela carcasadelaparatocon la carabrillante

y lisa haciaarriba.

2) La membrana se coloca encima del soporte con la ayuda de una pinzas

(Millipore) de forma que la esquinamarcaday el código quedenen el extremo

superiorderecho.

3) Colocarla junta de plástico alrededorde la membranade forma que se

superponga0,5 cmen todos susmárgenes.

4) Colocarel gel a transferirsobre la membrana:

* GelesA y C: secolocael margensuperiordelgel (línea de los pocillos)sobre

el lado izquierdodel rectángulode la membranade forma queel pocillo número1

quedecercade la esquinasuperiorizquierday queel pocillo número30 quedecerca

de la esquinainferior izquierdade la membrana.La líneade los pocillosdebequedar

fuera del áreade la membrana.
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* Gel 5: en este caso los fragmentosde ADN que nos interesanson los de

menorpesomolecular,y por ello secolocael margeninferior del gel sobreel lado

derechodel rectángulode la membranade forma que el extremofinal de la calle

número1 quedecercade la esquinasuperiorderechay que el extremofinal de la

calle número30 quedecercade la esquinainferior derechade la membrana.

Los geles deben depositarsesobre la membranadeslizandoen un sólo

movimiento.

5) Colocar la tapa del aparato,conectarla bombade vacío y cubrir el gel

completamentecon NaOH0,4 M.

El nivel de vacío (40 mbar) era proporcionadopor una bomba de vacío

variable(PharmaciaLKB Biotechnology)y la transferenciasemanteníadurante1 hora

con el gel siemprecubiertopor NaOH0,4 M. Una vez transcurridoesetiempo las

membranasseenjuagabanen SSC lx (NaCí 3 M, citrato sódico0,3 M) para eliminar

el NaOHy sedejabansecaral aire sobreun papelWhatman3 MM. Una vez secael

ADN se fijaba a la membranamediantetratamientotérmico de 1200C durante25

minutos. Las membranasasí preparadasse guardabana -200C entre 2 papeles

Whatman3 MM y selladasen bolsasde plásticohastasu utilización.

IV.2.4.6 Sondasoligonucleótidosutilizadas en esteestudio

IV.2.4.6.1 Sondaparala ramaizquierdade 1S6110(156110LHS)

:

Se trata de un oligonucleótidode 31 basesque correspondena la posiciones

1 a 31 delextremode la secuenciasituadoa la izquierdadel sitio de restricciónpara

Pvull (posición464 de 1S6110).Su secuenciaes: 5’ CGA TGA ACC GCC CCG GCA

TGT CCG GAG ACT C 3’.
*4

*4

IV.2.4.6.2 Sondapara la secuenciaDR (repetición directa)

:

Se trata de un oligonucleótidode 36 basesderivadode la secuenciaconsenso
*4

encontradaparalos fragmentosDR queflanqueana 156110. Su secuenciaes: 5’ GTC Wc

GTC AGA CCC AAA ACC CCG AGA GGG GAC GGA AAC 3’.
*4

-e

*4

*4

-e
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IV.2.4.6.3 Sonda para la secuenciaPGRS (repetición polimórfica con alto

contenidoG+CV

Setrata de un oligonucleátidode24 basesderivadode la secuenciaconsenso

paralos elementosrepetitivosPGRS.Su secuenciaes: 5’ CCC CCC TTG CCC CCC

¶ITG CCG CCG 3’.

Estosoligosfueronsintetizadosen un sintetizadorPharmaciaGenAssembler

Plus y purificados en un gel de poliacrilamida al 20 % conteniendourea a una

concentraciónde7 M. Los oligossevisualizaronbajo luz ultravioleta,y selimpiaron

de restossalinosmediantecolumnasNAP-lO (Pharmacia).La síntesisy purificación

fue llevadaa cabopor la empresaBiotechInternationalLtd. (Bentley, W.A.).

Las sondasoligo se marcaron no radioactivamenteen el extremo 3’-OH

terminal con2’-deoxiuridina-5’-trifosfato-11-digoxigenina(DIG-11-dUTP)utilizando

el DIC oligonudeotide Tailing Kit (BoehringerMannheim). Este método de

marcadosebasaen la utilizaciónde una enzimaterminal-transferasaque incorpora

deoxinucleótidostrifoslato (dNTP) al extremo3’ terminal deun oligonucleátido;de

forma quesi seutiliza unamezcladeDIG-11-dUTPy dATP, la terminal-transferasa

sintetizaráunacola deunos40-50 nucleátidosde los quevariosestaránmarcadoscon

digoxigenina.Paraello seincubabala siguientemezclade reaccióndurante2 horas

a 370(2:
* 4 vil de tampónde reacción(cacodilatode potasio1 M, Tris-HCl 125 mM,

1,25 mg/ml de albúminaséricabovina; pH 6,6 a 250(2).
* 4 pl de CoCí225 mM.

* 1 pI de alkali-labile DIG-fl-dUTP 1 mM.

* 200 ng del oligonucleótido(1S6110 LHS, DR, PGRS,oligo control)

* 1 pI de dATP 10 mM.

* 1 pI de terrninal-transferasaa 50 U/pI.

* aguaultrapuraestéril hastaun volumentotal de 20 pl.

En cadareacción se incluía un tubo de reacción con un oligo control no

marcadodel kit. Unavez concluidala incubaciónla reacciónseparabaañadiendo1
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epl de EDTA 200mM y 1 pl de glicógenoa 20 mg/ml.

e--

A continuaciónseprocedíaaestimarel rendimientode la reaccióndemarcado

como seexpone:

1) Se hacen5 dilucionesseriadas1:50 (de la 1:50 a la 1:31.250)en tampón TE

lx de los oligonucleótidos(sondasy oligo control sin marcar)quehemosmarcadoy

del oligonucleótidocontrolmarcadocon DIG-11-dUTP incluido en el kit.

2) Se marcaunacuadrículacon un lápiz enunamembranadenylon cargada

positivamentey se rotulanlas filas con el códigode los oligos y las columnasconel

de las diluciones.Seguidamente,paracadaoligo, secoloca1 pl de cadadilución en

su cuadrícula correspondiente.Los oligos se fijan a la membranamediante

tratamientotérmico de 1200(2durante25 minutos.

3) La membranaselavaen Tampón1 (ácidomaleico100 mM, NaCí 150 mM;

pH 7,5 a 200C) durante1 minuto.

4) La membranase incuba en Tampón 2 {solución madre de reactivo

bloqueante[Blocking Reagent(BoehringerMannheim)al 10 0/> (peso/volumen)en

Tampón 1] diluida 1:10 en Tampón 1} durante 30 minutos. Se utiliza

aproximadamente1 ml de Tampón2 por cada 1 cm2 de membrana.

5) Parala deteccióninmunológicade los oligonucleótidosmarcadosseutiliza

un anticuerpoanti-digoxigeninaproducido en oveja y conjugado con fosfatasa

alcalina[Anti-digoxigenin-AP, Fabfragments(BoehringerMannheim)].El anti-DIG-

AP (75 mU/ml) se diluye 1:5.000 en Tampón2 y la membranase incubacon el

anticuerpodiluido durante30 minutos(es importantequeestécubiertatotalmente).

6) La membranase lava 2 vecesdurante15 minutos cadauna utilizando

Tampón1 para eliminar el anticuerpoque quedelibre.

7) La membranase incubaen Tampón 3 (Tris-HCl 100 mM pH 9,5 a 200(2,

NaCí 100mM, MgCl
250 mM) durante2 minutos.Estaincubaciónactivaa la fosfatasa

alcalina.

8) Sepreparala soluciónsustratoparala deteccióncolorimétricade la fosfatasa

alcalinamezclando0,1 ml deTampón3 con4,5 pl deNBT solution[saldenitroazul-

tetraazolio a 75 mg/ml en dimetilformaamida al 70 % (volumen/volumen)



Análisis de polimorfismos genéticos 165

(BoehringerMannheim)]y con3,5 pI de X-phosphatesolution (sal de toluidinio de

5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfatoa 50 mg/ml en dimetilformamida al 100 %,
BoebringerMannheim),los volúmenesindicadossonpor cada1 cm2 de membrana.

La membranaseincubaconla solucióndesustratosenoscuridady enreposo

hastaquesedesarrolleel color (hasta16 horas).Unavez quesealcanzala intensidad

de color deseada,la membranase enjuagaen Tampón3, se sellaen unabolsa de

plástico y se fotocopia. De esta forma se puedecomparar la intensidadde los

controles con la de las sondasmarcadas,pudiéndosede estemodo estimar que

cantidadde sondaha resultadoefectivamentemarcada.

Paralas sondas56110LES y DR seencontróquela concentraciónquedaba

resultadosóptimosen la hibridaciónerade 2,5 picomolesde sondamarcada/mlde

fluido de hibridación.

Parala sondaPCHSla concentraciónóptimaparala sondaerade 1 picomol

de sondamarcada/mlfluido de hibridación.

IV.2.4.7 Sondasde ADN de doblecadenautilizadasenel estudio.

IV.2.4.7.1 SupercoiledDNA ladder (GIBCO BRL’>-PvuH

:

Parala digestiónde los fragmentosconPvuII seprocediócomoseindicó con

antelación.El tamañode los fragmentosobtenidoses 16.210, 14.174,12.138, 10.098,

8.066,7.048,6.030,5.012,3.990,2.972, 2.067y 1.250 kb.

IV.2.4.7.2 PhiXl74-HaeIII (GIBCO BRL)

:

El tamañode los fragmentosesel siguiente:1.353,1.078,872,603,310,281,234,

194, 118 y 72 ph.

IV.2.4.7.3 Sondaparala ramaderechade 156110(1S6110 RHSV

Se trata de un fragmentode ADN de 245 pb localizadoa la derechadel sitio

de restricciónpara Pvufl (posición464 pb) entrelas posiciones631 y 875 ph de la

secuencia156110.
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Esta sondase sintetizó por PCR utilizando las siguientescondicionesde

reacción:

La amplificaciónsellevó a caboen un volumen total de 50 pl conteniendo:

* 10 pl de tampónde polimerizaciónSx [Tris-HCI 335 mM pH 8,8 a 250C,

(NH
4)250483 mM, dNTPslmM, 2,25 % de Triton X-10 y 1 mg/ml degelatina

(Biotech International)].
* 0,25 pl de Thermus thermophilus (Tth) polimerasa a 5,5 U/pl (Biotech

International), e.

* 2 mM de MgCl2.

* 100 ng de cadaunode los iniciadoresINS-1 e IINS-2 (Hermanset al., 1990b).

* aguaultrapuraestérilhastacompletar48 pl.

* 2 pl de ADN de M. bovis BCG3 a 10 ng/pl.

4—

*4-’

IV.2.4.7.4 Sendapara 1S1081: *4

Se trata de un fragmentode 236 pb localizadoentrelas posiciones333 y 570
*4

pb de la secuencia1S1081.Estasondasesintetizópor PCRutilizando las siguientes

condicionesde reacción: —

La amplificaciónse llevó a caboenun volumentotal de 50 pl conteniendo:
* 10 pl de tampónde polimerización5x [Tris-HCl 335 mM pH 8,8 a 250(2, —

*4

(NHj250483 mM, INTPs 1mM, 2,25 % deTriton X-10 y 1 mg/mI de gelatina .4-

(Biotech International)]. e,.

*4-

* 0,25 pl de Thermus thermophilus (Tth) polimerasaa 5,5 U/pl (Biotech

International).
*2 mM de MgCl2.

* 100 ng de cadauno de los iniciadores10811y 1081-9(Collins y Stephens,
*4

1991>. —
* aguaultrapuraestéril hastacompletar48 pl.

*4<

*2 pl de ADN de M. bovis BCG3 a lOng/pl.
*4

*4IV.2.4.7.5 Sendapara mtv40

:

*4

Se trata de un fragmentode396 pb localizadoentrelas posiciones9 a 401 de

*4
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la secuenciamtp40. Esta sonda se sintetizó por PCR utilizando las siguientes

condicionesde reacción:

La amplificaciónsellevó acaboenun volumentotal de 50 pl conteniendo:
* 10 pl de tampónde polimerización5x [Tris-HCI 335 mM pH 8,8 a 250(2,

(NH4)2S0483 mM, dNTPslmM, 2,25 % de Triton X-1O y 1 mg/ml degelatina

(Biotech International)].

* 0,25 pI de Thermus thennophilus (Tth) polimerasaa 5,5 U/pl (Biotech

International).
* 0,5 mM de MgCI2.

* 176 ng de cadauno de los iniciadoresPh y PT2 (Del Portillo et al., 1991).

* agua ultrapuraestérilhastacompletar48 pl.

* 2 pl de ADN de M. tuberculosisMt. 14323a 10 ng/pl.

TodaslasmezclasdePCRse cubrieroncon50 pl de aceitedeparafinaestéril

(SIGMA) paraimpedirsu evaporacióndurantelos ciclos de amplificación.Las PCR

se llevarona cabo en un termocicladorCorbettFTS-1 (BioquestInternational).Las

amplificacionesse realizaronutilizando ciclos sucesivosa temperaturasde 940(2

(desnaturalización),650(2(emparejamiento)y 720(2 (extensión).Para1S6110e ¡51081,

las reaccionesfueronsometidasa la temperaturade desnaturalizacióndurante10

minutosen el primer ciclo y durante1 minuto en los 34 ciclos siguientes,el tiempo

para el emparejamientofue de 1 minuto en todoslos ciclos y parala extensiónfue

de 2 minutosenlos 34 primerosciclos y 10 minutosenel últimociclo. Paramtp4dlas

reaccionesfueron sometidasa la temperaturade desnaturalizacióndurante 10

minutos en el primer ciclo y durante30 segundosen los 34 ciclos siguientes,el

tiempo para el emparejamientofue de 2 minutos en todos los ciclos y para la

extensiónfue de3 minutosen los 34 primerosciclos y 10 minutosenel último ciclo.

Paracomprobarqueel tamañode los fragmentossintetizadosmediantePCR

erael correcto,se separóun alícuotade5 pl y semezclóconun volumenidénticode

tampónde carga2x (azul de bromofenolal 0,08 %, xileno-cianolal 0.08 % y glicerol

al 10
0k enagua)y la mezclasesometióa electroforesisaunadiferenciadepotencial
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de 100 y durante40 minutosen un gel de agarosaal 2 % utilizando comotampón

TAE lx. Como marcador de peso molecular se utilizó 100 Base-Pair ladder

(Pharmacia).

Antesdeprocederasumarcadolassondassintetizadaspor PCRsepurificaron

mediante un QíAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) como se indica a

continuación:

1) Semezclan100pI del productodePCR(sonnecesarios2 tubosdePCR)con

500 pl del TampónPB.

2) Se colocauna columna QlAquick 5pm column en un tubo de 2 ml y se

carga la muestra.

3) Secentrifugadurante1 minutoa 12.000rpm, se retira la fraccióneluidadel

tubo y sevuelvea colocar la columnasobreél.

5) Añadir a la muestraen la columna 0,75 ml de TampónPE y centrifugar

durante1 minutoa la mismavelocidad,desecharla fraccióneluiday centrifugarla

columnade nuevodurante1 minuto. Retirar la columnaseca y colocarlasobreun

nuevotubo.

6) Eluir el ADN de la columnaañadiendo50 pI de agua ultrapuraestéril y

centrifugandodurante1 minuto a 12.000rpm.

Unavezpurificadasseestimóla concentracióndelassondasmediantemedida

de la DO. a 260nm enespectrofotómetro(GENEQUANT,Pharmacia)comoseindicó

previamente.

Todaslas sondasde ADN dedoblecadenase marcaronno radioactivamente

con DIG-11-dUTP utilizando el kit de marcadoDIG-High Prime (Boehringer

Mannheim) mediantela técnica de marcadopor unión aleatoria de iniciadores

(RandomprimedDNA Zabeling,Feinbergy Vogelstein,1984).Estatécnicasebasaenla

hibridaciónde oligonucleótidosiniciadoresde cualquiersecuenciaposibleal ADN

desnaturalizadoque se quiere marcar, y la síntesis posterior de la cadena

complementariade ADN apartir de los extremos3’OH de los iniciadoresgraciasa

la actuaciónde unaenzimaKlenow. Si la mezclade reaccióncontienedNTPsy DIG-

11-dUTPen unaproporciónadecuadala enzimaincorporaráresiduosmarcadoscon
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digoxigenina(aproximadamente1 de cada20) a la cadenade nuevasíntesis.

Parael marcadoseprocediócomoseindica:

1) Se mezclaron300 ng del ADN [156110RHS, 1S1081,mtp 40, Supercoiled

DNA ladder(GIBCO BRL)-Pvull o PhiXl74-I-IaellI (GIB(2O BRL)] a marcarconagua

ultrapuraestéril en un volumentotal de 16 pl.

2) Seguidamentesedesnaturalizóel ADN dianamediantetratamientotérmico

(1000(2 10 minutosen bañode agua)y enfriamientorápidohasta40(2•

3) Se añaden4 pl de la mezclaDIG-High Prime labeling mixture Sx [160pl

de la mezclade iniciadores,1 U/pl de la enzimaKlenow, dATP 1 mM, dCTP 1 mM,

dGTP 1 mM, 0,65 mM dIITP, DIC-11-ÓLJTP alkali-labile 0,35 mM y tampón de

reacción estabilizadoSx en glicerol al 50 % (volumen/volumen)],se mezcla

cuidadosamentey seincubaa 370(2 durante20 horas.

4) Se parala reacciónañadiendo2 pl de EDIA 0,2 M pH 8 y calentandoel

tubo a 650(2 durante10 minutos.

En cadalote de reaccionesdemarcadoseincluía un tubodereaccióncon un

oligo control no marcadodel kit

A continuaciónseprocedíaaestimarel rendimientodela reaccióndemarcado

comoseexpone:

1) Se hace 1 dilución 1:20 y 5 diluciones seriadas1:10 a partir de ella (de la

1:200 a la 1:2.000.000)en tampónparadiluir ADN (50 pg/ml ADN de espermade

salmónenTris-HCl 10 mM, EDTA 1mM, pH 8) de los ADN (sondasy ADN control

sin marcar) que hemosmarcadoy del ADN control marcadocon DIG-11-dUTP

incluido enel kit.

2) Semarcaunacuadrículaconun lápiz enunamembranadenylon cargada

positivamentey serotulanlasfilas conel códigode los ADN y las columnasconel

de lasdiluciones.Seguidamente,paracadaADN, secoloca 1 pl de cadadilución en

sucuadrículacorrespondiente.Los ADN sefijan ala membranamediantetratamiento

térmicode 1200(2durante25 minutos.

A partir deaquíseprocedesiguiendoel mismoprotocoloquese indicó para
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-e
estimarel rendimientodelmarcadode las sondasoligonucleótidos.

*4

*4

Para1S6110RES,1S1081y mtp40 la concentraciónde sondamarcadaquedio
mejoresresultadosfue de 20 ng sonda/míde fluido de hibridación.La sondapara

*4

los marcadoresinternosde pesomolecularesunamezclade las sondasSupercoiled —

DNA ladder(GIBCO BRL)-Pvull y PhiXl74-HaellI (GIB(2O BRL) aunaconcentración *4

e,,
de 20 y 15 ng/mi de fluido de hibridaciónrespectivamente. —

*4

e,,
IV.2.4.S Hibridación de las membranas.

*4

*4

Las membranaspreparadasse enjuaganen SSC 2x (NaCí 0,3 mol/l, citrato
*4

sódico 30 mM, pH 7), se enrollancon la caraque tiene el ADN hacia dentro, se *4-

*4

introducenenlos tubosdehibridación(HYBAID) precalentadosa 650(2(enun mismo
-e-

tubopuedenhibridarse2 membranasconla mismasonda)y sedesenrollancuidando
e,

que no quedenburbujas de aire entre la pared del tubo y la superficie de las
*4.

membranas. -e-

*4Para cada 2 membranasde 20x15 cm2 se añaden20 ml de fluido de
-e

hibridación [55(2Sx, N-laurilsarcosina al 0,1 %, dodecil sulfatosódico(SDS) al 0,02 *4’

*4% y Blocking Reagent(BoehringerMannheim)al 1 %] precalentadosa 650(2. En el
*4

caso de las sondasoligonucleótidos y con el objeto de prevenir hibridaciones *4

-e
inespecíficasentrelas “colas’ de los oligos y secuenciascomplementariasenel ADN
diana,al fluido deprehibridaciónsele debeañadirpoíy (A) (BoehringerMannheim)

e,,
y poly (dA) (Boehringer Mannheim) a concentracionesde 0,1 mg/ml y 5 pg/mI de

*fluido de hibridación respectivamente.Para todaslas sondasla prehibridaciónse *4

manteníaduranteun tiempomínimo de4 horasa 650(2 en un horno de hibridación —
*4

giratorio (HYBAID). *4-

*4<Transcurridoel tiempo de prehibridaciónse retira el fluido de los tubosy se e,,
añaden20 ml de fluido de hibridaciónnuevoprecalentadoa 650(2 con la sonda —

correspondientea la concentraciónadecuada(como se indicó previamente).Las
*4’

sondasde ADN de cadenadoble antesde añadirseal fluido de hibridacióndeben

desnaturalizarsemediantetratamientotérmico(1000(2 10 minutosenbaño de agua)
*4-

*4

0<

*4,

*4



Análisis de nolimorfismos zenéticos 171

y enfriamientorápidohasta4O(2~ Paralassondasoligonucleótidosesnecesarioañadir

poly(A) y poly(dA) alasmismasconcentracionesutilizadasenla prehibridación.Para

todaslas sondasla hibridación se manteníaun mínimo dc 16 horasa 650(2 enun

hornodehibridacióngiratorio (HYBAID). Unavez terminadala hibridaciónel fluido

que contienela sondaseguardabacongeladoa~20oCy reutilizabaenexperimentos

posterioreshastaque la intensidadde la señalobtenidadisminuía.

Despuésde hibridarse,las membranassesometíana 2 lavadosde 5 minutos

cadauno en soluciónde lavado2x (55(2 2x, SDS 0,1 o/a) a temperaturaambiente,y

a otros 2 lavadosde15 minutoscadaunoen soluciónde lavadoO,lx (55(2 0,tx, SDS

0,1 %) a 650(2. Los lavadosserealizabanenbandejasdeplástico,el volumenutilizado

era de 75 ml de solución por cadamembranade 20x15 cm2 y se manteníanen

agitaciónenun agitador(RockingplatJorm, Pharmacia).El objetodeestoslavadosera

eliminar el excesode sondaqueno se había unido y que de otro modo originaría

ruido de fondo en la detección.

La secuenciaque se siguió para la hibridación de las membranasfue la

siguiente:

* Membrana A: procedede la transferenciadelGel A (gel Pvull) y sehibridaba

con las siguientessondasen el ordenqueseindica:

- 156110RHS

- Sondaparalos marcadoresinternos

- 156110LES

- 151081

- mtp4o

* Membrana B: procededelGel E (gel AluI ~ o/a, deagarosa)y sehibridabacon

las siguientessondasen el ordenque seindica:

- PGRS

- Sondaparalos marcadoresinternos
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* Membrana C: procededel Gel (2 (gel AZul 1,5 % de agarosa)y se hibridaba

con las siguientessondasen el ordenqueseindica:

-DR

- Sendaparalos marcadoresinternos

Una membranahibridaday detectadaconunasonda,puededeshibridarsey

quedar preparadapara una nueva hibridación, para ello se sigue el siguiente

protocolo(los lavadossehacíanenbandejadeplástico y en agitación):

1) Realizar2 lavadosde 5 minutoscadauno con aguaMQ estéril.

2) Realizar2 lavadosde20 minutoscadaunoenStrippingsolution (NaOH0,2

M, SDS 0,1 0/o) a 370(2

3) Enjuagarla membranaen SS(2 2x y guardarselladaen bolsade plástico a
40(2 hastasu utilización.

IV.2.4.9 Detecciónde la sondahibridada.

La presenciade las sondasmarcadascondigoxigeninase detectómedianteel

alkaline phosphatase conjugated antibody DNA detection kit (Boehiringer

Mannheim) siguiendo el protocolo que se indica a continuación (todas las

incubacionesse realizarona temperaturaambiente,en bandejasde plástico y en

agitación,los volúmenesindicadosson por membranade 20x15 cm2):

1) Equilibrar la membranaen 75 ml de Tampón1 durante1 minuto.

2) Bloquearla membranacon 75 ml deTampón2 durante1 hora.

3) Prepararuna dilución 1:10.000 del Anti-digoxigenin-AP,Fab fragments

(BoehringerMannheim)(75 mU/mí) enTampón2 e incubarla membranacon25 ml

de estadiluccióndurante30 minutos.

4) Someterla membranaa 2 lavadosde 15 minutoscadauno con 75 ml de

Tampón 1 con Tween20al 0,3 %, para eliminar el excesode anticuerpo.

5) Equilibrar la membranacon 75 ml de Tampón3 durante2 minutos

6) Se prepara una solución del sustrato para la detección por

quimioluminiscenciade la fosfatasaalcalinamezclando5 ml deTampón3 con 50 pl
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del sustrato Penh fosfato de disodio 3-(4-metoxispiro{1,2-dioxetato-3,2’-(5’-

cloro)triciclo[3.3.1.2”]decano}-4-yl) o CSPD (Boehringer Mannheim) y la membrana

se incubaconelladurante5 minutosprocurandoel máximocontactoconel sustrato.

Unaveztranscurridoel tiempode incubación,y sinpermitirquela membrana

seseque,éstase sellaen unabolsa de plásticoprocurandoque no quedenburbujas

de aire y se incubadurante20 minutosa 370(2 paraque la reacciónenzima/sustrato

alcancela fasede estado.La emisión de señalcontinúahasta2 días despuésde la

incubacióncon el sustrato.

Paradetecciónde la señalde quimioluminiscencia,la membranaseexpoma

a una películapara radiografías(Hyperfilm-ECL, Amersham)duranteperíodosde

tiempocomprendidosentre2 y 120 minutos,dependiendode la sondautilizada.La

película radiogáficaseprocesóutilizandoreveladory fijador Kodak.

Unavez conseguidala imagen,la membranasedeshibridabaconel protocolo

indicadocon anterioridadquedandolista parasucesivashibridaciones.

IV.2.4.1O Análisis de las imágenes

Las imágenesfueronprocesadasutilizando el programaGelComparVersión

3.1 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) para análisis comparativode patronesde

electroforesis.Las imágenesfueron escaneadasy convertidaspor el programa

(Conversion prograin,GCCONV).Cadaautoradiogramafue normalizado(Normaiization

program,GCNORM)mediantela superposiciónde los patronesdetamañomolecular,

lo cual permitela comparación(Main program, GCMAIN) de los patronesobtenidos

paramuestraspertenecientesa gelesdiferentes.

Para la normalización de las imágenes ¡56110 RHS se utilizaron como

referencia13 de los marcadoresde pesomolecularque son:

14.174,12.138,10.098,8.066,7.048,6.030,5.012,3.990,2.972,1.250, 1.078,872 y

603 pb.

Parala normalizaciónde las imágenesDR se utilizaron como referencialos
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siguientes6 marcadoresde pesomolecular:

2.972,2.067, 1.250,1.078, 872 y 603 pb.

Parala normalizaciónde las imágenesPGRSseutilizaron comoreferencialos

siguientesmarcadoresde pesomolecular:

7.048,6.030,5.012,3.990,2.972 y 1.250 pb.

0<

Las imágenes1S6120LHS, 152081 y mtp40secompararonvisualmente.

Para el análisis general de los resultadosse utilizaron las siguientes

especificaciones:
* 156110RHS

Parael establecimientode gruposde cepasbasadosen los patronesdebandas

se utilizó el coeficiente de Jaccard(Si>: estecoeficiente se calcula basándoseen el

númeroy las posicionesde lasbandas,de maneraquepara cadaparejade callesse

el númerodebandasen comúnentreambascallessedivide entreel númerototal de

bandasen las dos calles.

= N~, / (Na+Nb~Nab)

Nabt númerode bandascomunesen las callesa y b.

Na, númerototal de bandasen la calle a.

Nb, númerototal de bandasen la calleb.

El porcentajedetoleranciautilizadoparael análisisfue de1,2 %. La tolerancia

esel parámetroquemide la diferenciadetamañoquedebeexistir entre2 bandasde

callesdistintasparaqueseanconsideradascomodiferentes(una toleranciadeun 10/o

deunaescalade 500puntossignifica quesi la diferenciaentre2 bandasesmenorde

5 puntosse consideraque ambastienenel mismo tamaño).

No se utilizó la opción de optimización (es independientedel grado de

toleranciay seencargade alinearde unamaneramásperfectalas bandasqueestán

ligeramentedesviadasen alturaentrediferentescalles).
*DR

Las condicionesutilizadas fueron: coeficientede laceará<5), tolerancia del 1%
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y cori optimización.
* PGRS

Lascondicionesutilizadasfueron:coeficientedeJaccard<S),tolerancia del 1%

y sin optimización.

La visualizaciónde los grupos sehizo mediante 2 sistemas:

1) Dendrogramas

utilizando el algoritmode liPOMA. Conestemétodola posiciónde la rama

que unea dos unidadestaxonómicasoperacionales(OTUs) esla que determinael

nivel de correlaciónentrelas OTUs. Las ramassedibujanen lineasperpendiculares.

2) Árboles

utilizando el método NJ (NeighbourJoining method).Con este método,la

correlación entre 2 OTUs se halla sumandola longitud total (en la dirección

horizontal)detodaslasramasquehandeseguirseparallegar desdeunaaotra OTU.

Las ramasse dibujan en lineascurvas.
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IV.3 RESULTADOS

IV.3.1 Caracterizacióndel ADN de cepasde M. bovis con 1S6fl0 (RHS y

LHS).

Se llevó a cabola tipificación del ADN por RFLP con las sondasmarcadas

156110RHS y LHS en 148 cepasdeM. bovis.Las cepasprocedíandeganadobovino

(97), caprino(30) y ovino (1), gatodoméstico(1), jabalíes(4) y humanos(15).

Se encontraron29 tiposdistintosde patronesde RFLP generadoscon156110,

y el númerode copiasde esteelementovarió entre1 y 12. Ochentay nueve(60,2 %)

de las cepasestudiadasmostraronmúltiplescopiasde156110y 59 (39,8 0/) tuvieron

una solacopia del elemento.Cincuentay cuatro (tipo lA) de las 59 cepasunicopia

mostraronel elemento136220enun fragmentode restricciónpor PvuII de 1.9-kb (se

tratadel mismofragmentoenel que la cepade referenciaM. bovis BCG 3 lleva esta

secuencia).La hibridaciónconla sonda156120LHSen lascepasdeltipo lA demostró

un mayor polimorfismoentrelasmismasy permitió la separaciónde estosaislados

en 4 subgruposmás(tipos lAa, b, c y d).

Veintidós de los 29 patrones de R.FLP con 156210 se encontraron

específicamenteen cepasaisladasde granjasdeterminadasy no se repitieron en

ningunaotra propiedadincluida en el estudio.

Cepasde ganadobovino. Las 97 cepasbovinasde M. bovis procedíande 5

regionesespañolasdiferentes.Paracadagranja,y entrelascepasaisladasa partir de

reactoresbovinos duranteel transcursodeunapruebade campoparala evaluación

de la pruebadegamma-interferón(Domingoet al., 1995), seeligió al azarunnúmero

representativode cepas.

Mediantela hibridacióndelADN de todaslas cepasconla sonda156210RHS

y la posteriorhibridaciónconel oligonucleótido156220sóloen lascepasdel tipo lA,

se encontraron23 patronesde RFLP diferentes(Tabla2). Independientementedel

origengeográficodelascepas,seencontraronaislados(43 de97) conmúltiplescopias

(de 2 a 12) de la secuencia156120, las restantes54 cepas(55.7%) pertenecieronal
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grupode los unicopia(tipos lAa, b, c y d, 15, 1C y íD). En la mayoría(49 de54) de

las cepasunicopia la secuenciade inserción se presentabaen el fragmentode

restricciónpor Pvufl de 1.9-kb (tipo lA).

En cepasprocedentesde varias granjasseencontrarontipos particularesde

RFLP no repelidosen ningúnotro rebañoestudiado,estostipos fueron:

tipo 15 (granjab-23), 1C (granjab-3), íD y 45 (granjab-11),

213 (granjab-24), 2A, 3A, 35 y 3C (granjab-22), 4A y 5D (granjab-21),

55 (granjab-1), SC (granjab-14), 6D (granjab-27), 7A (granjab-2),

713 (granjab-15), líA (granja b-12) y tipo 12A (granjab-4).

El tipo de RFLP que serepitió conmásfrecuencia(tipo iAa) fue encontrado

en 32 cepasdistribuidaspor granjascomo se exponea continuación:granjab-7 (2

cepas),b-8 (1), b-12(1), b-13 (3), b-17 (1), b-20 (1), b-22 (1), b-23 (1), b-24 (19),b-25 (1)

y granjab-26 (9 cepas).

El tipo iAb aparecióen las granjasb-6 (1 cepa),b-9 (4), b-11 (1),b-i3 (1),b-i8

(1) y granjab-19 (1 cepa).

Por último, el tipo iAc sedió en las granjasb-5 (2 cepas)y b-1O (3 cepas),y

el tipo lAd en las granjasb-16 (3 cepas)y b-25 (1 cepa).
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TABLA 2. Distribución de cepasen las granjasbovinasy tipos de RFLP con
IS6flO RHS y LHS

tipo
5 de RPLP

Rebaso <Área>
186110LHS

b-1 (Castilla y León)

5-2 <Castilla y León)

5-3 (Castilla y León)

5-4 (Castilla y León)

5-5 (Castilla y León)

5-6 (Castilla y León)

5-7 (Castilla y León)

5-8 (Castillay León)

5-9 (Castillay León>

5-10 (Castilla y león)

5-11 (Castilla y León)

5-12 (Castilla y León)

de cepss

12

3

2

ls¿110RHS

5W

74

1C

IZA

lA

lAS

2

4

3

lA

lA

lA

lA

ID
4B
lA

114
lA

1 Aa

lAa

1 Ah

1 Xcc

lAa

5-13 (Castilla y León)

5-14 (Cataluña)

5-15 (Cataluña)

5-16 (Cataluña)

5-17 (Cataluña)

5-18 (Cataluña)

5-19 <Cataluña)

5-20 (Cataluña)

5-71 (Cataluña)

5-22 (Cataluña)

5-23 (Cataluña>

5-24 (Cataluña)

3

3

1

14
3

3

19

lA
lA

SC

VB

lA

lA

lA

lA

lA

1Aa
lAS

lAd

1 Aa

lAS

lAS

lAa

44
517

24
3A

3C
lA

IB
lA

2B
lA

1Aa

tSsa

lAa

5—25 (CantaÑia) 1 lA

5-26 Guadalajara> 1 lA lAs

5-27 (Madrid) 1 60

La hibridación con 156110LIIS se realizó sólo en las cepas del tipo lA.
Ly

1 número de tipo en el RFLP representa el número de copias de la secuencía 156120 en un aislado.

~1.cstipos en negita son aquellos ~pecíficos de granja.

178
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Cepasaisladasde cabrasy ovejas.Las cepascaprinasfueronaisladasen 2

regionesespañolas(Cataluñay Madrid). En cadauno de los rebañossesometieron

aexamenpor RFLP todaslascepasaisladasapartir deanimalespositivosa la prueba

de liberaciónde gammainterferón.

En las 30 cepasde origen caprinoy enla cepaovinaincluidasenel estudiose

encontraronentre5 y 8 copiasde 1562710,y se distinguieron5 tipos diferentesde

RFLP con 156120RHS(Tabla3). Los tipos SA y SA fueronespecíficosde las granjas

c-5 y c-4 respectivamente;el tipo 6A seencontróen las granjasc-6 y o-1; el tipo 68

aparecióen las granjascd, c-2 y c-3; y por último el tipo 6C fue encontradoen las

granjasc-7 y c-8.

En estosaisladostodos los patronesde RFLP mostraron4 bandasen común

cuyostamañosmolecularesfueronde: 2, 1.7, 1.4 y 1.3 kb. Cuandosellevó a caboel

análisispor ordenadordeestascepasconjuntamenteconlas cepasbovinas,humanas,

felinas y de jabalíes, se observó que las cepas caprinas forman un conjunto

homogéneoy perfectamenteseparadodel formadopor el resto de las cepas.

TABLA 3. Distribución de cepasen los rebañoscaprinos
RFLP can ISG1IO RHS.

y ovino y tipos de

N0 de cepasGranja(Área)

cd (Cataluña) 6

c-2 (Cataluña) 12

c-3 (Cataluña) 1

c-4 (Cataluña) 2

c-5 (Cataluña) 2

c-6 (Cataluña) 1

c-7 (Madrid) 5

c-8 (Madrid) 1

o-1 (Cataluña) 1
a~j mimerodetipo enel RFLP

enun aislado.
BLOS tipos en negitason aqueflosespecíficosde granja.

Tipaade RFLP

68

68

68

SA”

SA

6A

6C

6C

6A

representael númerode copiasde la secuencia156110
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CepasdeM. bovisaisladasde humanos.Se trata de 15 cepasaisladasde un

brote de multiresistenciaaparecidoen Madrid. MedianteRFLP con 186210 RHS se

demostróla existenciade 2 tipos diferentesde cepas,tipos 2C (13 cepas)y 3D (2

cepas),estospatronesno aparecieronrepetidosenningún otro aisladoestudiado.

Cepafelina. Estacepaprocedede un casoclínico de tuberculosisen un gato

domésticode la ciudadde Madrid y tras su análisispor RFLP sevio quepertenecía

al tipo comúniAa.

Cepasaisladasde jabalíes.Estas4 cepasprocedende animalesdel Parque

NacionaldeDoñana,todosellosfueronunicopiay mostraronel mismotipo deRFLP

iAb.

La Figura 2a muestraun autoradiogramade una típica hibridación con la

sonda 1S6220 BlAS. Como se observala superposiciónde los patronesde peso

molecularpermitecalcularel tamañoexactodecadaunade lasbandas.La Figura2b

es un dendogramaobtenidotrasel análisis de la imagenanteriorcon el programa

GELCOMPAR.En la Figura6 semuestraun dendogramageneralcontodoslos tipos

de RFLP generadosmediantela sonda186220RHS, parael conjuntode las cepasde

M. bovis descritas.En ambosdendogramasla escalasuperiorindica el porcentajede

semejanzaentreunidadestaxonómicasoperacionales(OTUs).
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IV.3.2 Caracterizacióndel ADN de cepasde M. bovis con la sondaparala

secuenciaDR.

La tipificación del ADN por RFLP con la sondamarcadapara el elemento

repetitivoDR se realizó en 143 cepasde M. bovis. Las cepasprocedíande ganado

bovino(93), caprino(30) y ovino (1), gatodoméstico(1), jabalíes(3) y humanos(15).

Seencontraron18 tiposdistintosdepatronesde RFLPgeneradosconDR. Para

el análisisno setuvieron en cuentalas bandasde bajo pesomolecular(menoresde

550 pb) debidoa quela resoluciónde estasbandasno eramuy clara y resultaban

similaresen todos los aislados,sólo sehizo una excepciónen el casode las cepas

caprinasque se caracterizabanpor ausenciade bandasde elevadopesomolecular

(mayoresde 603 pb) y presenciade bandasnítidasde bajo tamañomolecular.

Ocho de los 18 patrones de RELP obtenidos con DR, se encontraron

específicamenteen cepasaisladasde granjasdeterminadas,y no se repitieronen

ningunaotra propiedado cepaprocedentede otra especieanimal incluida en el

estudio.El resto de los patronesaparecieronrepelidosen2 o másgranjas.

Cepasde ganadobovino. Las 93 cepasbovinasdeM. bovis fueronlasmismas

sometidasal estudiocon156210salvo4 muestras(1 de la granjab-20, y 3 de la granja

b-23) de las que no se pudieron obtener resultadossatisfactorios.Mediante la

hibridacióndelADN detodaslas cepasconla sondaDR seencontraron13 patrones

de RFLP diferentes(Tabla4).

En cepasprocedentesde varias granjasseencontrarontipos particularesde

RFLP no repetidosen ningún otro rebañoestudiado,estostipos fueron: tipo DR-2

(granjab-i), DR-5 y DR-i4 (granjab-li), DR-9 (granjab-25), DR-li (granjab-9)

y DR-i3 (granjab-3).

El tipo de RiFLP queserepitió conmásfrecuencia(tipo DR-3) fue encontrado

en36 cepasdistribuidasen u granjascomoseexponea continuación:granjab-4 (3

cepas),b-7 (2), b-8 (1), b-i2 (i), b-i3 (3), b-i7 (i), b-i8 (i), b-19 (1), b-2i (2), b-22 (i)
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y granjab-24 (20 cepas).

Los restantestipos (DR-i, DR-4, DR-7, DR-8, DR-lo y DR-i2) se repitieronen

variasgranjaso en cepasprocedentesde distintasespeciesanimalescomoseindica

en la Tabla4.
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cepasen las granjasbovinasy tipos de RFLP con DRTABLA 4. Distribución de

Rebaño (Área>

b-l (Castilla y León)

b-2 (Castilla y León)

b-3 (Castilla y León)

b-4 (Castilla y León)

5-5 (Castilla y León)

5-6 (Castilla y León)

b-7 (Castilla y León)

b-S (Castilla y León)

5-9 (Castilla y León)

5-10 (Castilla y León)

5-11 (Castilla y León)

b-12 (Castilla y León)

5-13 (Castilla y León)

5-14

5-15

5-16

5-17

5-18

5-19

5-20

5-21

b-22

(Cataluña)

(Cataluña)

(Cataluña)

(Cataluña)

(Cataluña)

(Cataluña)

(Cataluña)

(Cataluña)

(Cataluña)

5-23 (Cataluña>

5-24 (Cataluña)

5-25 (Cantabria)

5-26 (Guadalajara)

5-27(Madrid)

de cepas

1

12

3

2

2

2

1

3

1

3

Tipo de KFLP

flR-2

DR-4

flR-13

DR-3

DR-8

DR-1

DR-a

DR-3

DR-1
DR-?

DR-li

DR-8

DR-1
DR-S
DR-14

DR-3
DR-4

DR-1
DR-3

DR-lo

DR-8

DR-8

DR-3

DR-3

DR-3

DR-S

DR-lo
DR-a
DR-12

DR-12

DR-a

DR-9

DR-12

DR-lo

1

3

2

18

3

20

‘Los tipos en negrita son aquellos específicos de granja.
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Cepasaisladasde cabrasy ovejas. Las cepascaprinasestudiadascon DR

fueronexactamentelas mismasquefuerondescritaspara 156120.Sedistinguieron4

tipos diferentesdeBEL? conla sondaDR (Tabla5). El tipo DR-15 seencontróen las

granjasc-4, c-6 y o-i; el DR-16 aparecióen las granjasc-i, c-2 y c-3; el tipo DR-li fue

encontradoen las granjasc-7 y c-8; y por último el tipo DR-lS fue especificode la

granjac-5.

Enestosaisladostodoslos patronesde BEL? mostraronencomúnla ausencia

de bandasde elevadopesomolecular (mayoresde 603 pb) y presenciade bandas

nítidasde bajo tamañomolecular.Cuandose llevó a caboel análisispor ordenador

de estascepasconjuntamentecon las cepasde otros orígenesanimales,se observó

quelas cepascaprinasformanun conjuntohomogéneoy perfectamenteseparadodel

formadopor el resto.

TABLA 5. Distribución de cepasen los rebañoscaprinosy ovino y tipos de
RFLP con DR.

Granja(Área) N0 de cepas Tipo de RFLP

c-i (Cataluña) 6 DR-16

c-2 (Cataluña) 12 DR-i6

c-3 (Cataluña) i DR-i6

c-4 (Cataluña) 2 DR-lS

c-5 (Cataluña) 2 DR~18a

c-6 (Cataluña) 1 DR-lS

c-7 (Madrid) 5 DR-í7

c-8 (Madrid) 1 DR-i7

o-1 (Cataluña) 1 DR-lS

aLos tipos en negrita sonaquellosespecíficosde granja.

CepasdeM. bovisaisladasdehumanos.MedianteRFLP conDR sedemostró

la existenciade 2 tipos diferentesde cepas,tipos DR-6 (2 cepas)y DR-8 (13 cepas),

el patrónDR-6 no serepitió en ningunaotra cepa,sin embargoel patrón DR-8 esun

patróncomún presenteen varias granjasbovinas.
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Cepafelina. Trassu análisispor REL? estacepaseencuadróenel tipo común

DR-i.

Cepasaisladasde jabalíes.Sólo se obtuvieronresultadosen 3 de las4 cepas

y todasellasmostraronel mismo tipo deREL? (DR-7) sólocompartidoconun animal

de la granjab-9.

La Figura3amuestraunatípicahibridaciónconla sondaDR. Comoseobserva

la superposiciónde los patronesdepesomolecularpermitecalcularel tamañoexacto

de cadaunade lasbandas.La Figura3b esun dendogramaobtenidotrasel análisis

de la imagenanteriorconel programaGELCOMPAR.En la Figura7 se muestraun

dendogramageneralcon todoslos tipos de BEL? generadosmediantela sondaDR,

parael conjuntode lascepasdeM. bovis descritas.En ambosdendogramasla escala

superiorindicael porcentajedesemejanzaentreunidadestaxonómicasoperacionales

(OTUs).
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IV.3.3 Caracterizacióndel ADN de cepasde M. bovis con la sondaparala

secuenciaPGRS.

La tipificación del ADN por BELP con la sondamarcadapara el elemento

repetitivoPGRSserealizóen 144 cepasde M. bovis. Las cepasprocedíande ganado

bovino (94),caprino(30) y ovino (i), gatodoméstico(1), jabalíes(3) y humanos(15).

Se encontraron29 tipos distintosde patronesde RFLPgeneradoscon PGRS.

Para el análisis no se tuvieron en cuentalas bandasde pesomolecularmenorde

2.400 pb, debidoa la presenciade un enormenúmerodebandasde resoluciónno

muyclara y queresultabansimilaresentodoslos aisladosno siendodegranutilidad

en la comparación.Diecinuevede los 29 patronesde RIFLP obtenidoscon PGRSse

encontraronespecíficamenteen cepasaisladasde granjas determinadasy no se

repitieron en ninguna otra propiedado cepaprocedentede otra especieanimal

incluida en el estudio.El resto de los patronesfueron compartidosentre2 o más

granjas,especiesanimaleso brotesde enfermedad(brote enpersonas>.

Cepasdeganadobovino. Las 94 cepasbovinasde M. bovis fueronlasmismas

sometidasal estudiocon1S671710 salvo3 muestras(i de la granjab-20,y 2 de la granja

b-23) de las que no se pudieron obtener resultadossatisfactorios.Mediante la

hibridación del ADN de todas las cepascon la sondaPGRS se encontraron24

patronesde RFLP diferentes(Tabla6).

En cepasoriginarias de varias granjasse encontrarontipos particularesde

RFLP no repetidosen ningúnotro rebañoestudiado,estostipos fueron:

tipo P-1 (granja b-5), p-2 (granjab-i2), P-4 (granjab-ii),

P-5 y P-6 (granjab-4), Pi (granjab-iO), P-iO (granjab-i6),

p-i2 (granjab-i5), P-i4 (granjab-3), P-i5 (granjab-7),

P-16 (granjab-ii), P-i8 P-i9 y P-20 (granjab-22), P-2i (granja b-2),

P-22 (granjab.-i), P-23 (granjab-8) y tipo P-25 (granjab-i2).
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Los tipos de BEL? queserepitieroncon másfrecuenciafueron:

Tipo P-9, encontradoen 23 cepasdistribuidasen4 granjascomoseexponea

continuación:granjab-19 (i cepa),b-21 (i), b-23 (i) y granjab-24 (20 cepas).

Tipo P-13b,encontradoen 20 cepasdistintasdistribuidasen4 granjascomose

indica: granjab-14 (i cepa),b-22 (i7), b-26 (i) y granjab-27 (1 cepa).

Los restantestipos (P-3, P-i3a, P-i7 y P-24) se repitieronen varias granjas

comoseindica en la Tabla6.
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TABLA 6. Distribución de cepasen las granjasbovinasy tipos de RFLP con
PGRS

Rebaño(Area)

5-1 (Castilla y León)

5-2 (Castilla y León)

5-3 (Castilla y León)

5—4 (Castilla y León)

5-5 (Castilla y León)

5-6 (Castila y León)

5-7 (Castilla y León)

b-8 (Castilla y León)

5-9 (Castilla y León)

S-10 (Castilla y León)

5-II (Castilla y León>

1,12 (Castilla y León)

5-13 (Castilla y Ir¿n)

5-14 (Cataluña)

5-15 (Cataluña)

5-16 (Cataluña)

5-17 (Cataluña)

l’-1S (Cataluña)

5-19 (Cataluña)

5-20 (Cataluña)

5-21 (Cataluña)

5-22 (Cataluña>

5-23 (Cataluña)

5-24 (Cataluña)

5-25 (Cantabria)

5-26 (Guadalajara)

5-27 (Madrid)

<Los tipos en negrita son aquellos específicos de granja. 5*

0<

O

i 88

N~ de cepas

12

2

2

2

3

3

3

3

17

2

20

Tipo de RFLP

P-22’

P.2l

P-14

P-5
P-6

P.I

2-24

P~I5

P-23

2-24
1>-ISa

1>- 7

I’-4
P-16
2-24

P-2
F-25

2-3
P-l7

2-13S

P-I2

P.Io

2-3

2-ISa

2-9

2-9
2-ISa

P-13b
P.18
P.I9
P-2O

l’-9
2-17

2-9

2-3

2-135

2-135
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Cepasaisladasde cabrasy ovejas.Las cepascaprinasestudiadascon PGRS

fueron exactamentelas mismas descritaspara 15671710. Se distinguieron 3 tipos

diferentesde RFLP con la sondaPGRS (Tabla 7), El tipo P-26 seencontróen las

granjasc-i, c-2 y c-3; el P27 aparecióen las granjas c-5, c-7 y c-8; y por último el

tipo P-28 fue encontradoen las granjasc-4, c-6 y o-i.

En estos aisladostodos los patronesde RFLP mostraronun alto gradode

homogeneidady trassu análisispor ordenadoren conjunto con las cepasde otros

orígenesanimales,seobservóquelascepascaprinasformanunconjuntohomogéneo

y perfectamenteseparadodel formado por el resto.

TABLA 7. Distribución de cepasen los
RFLP con

rebañoscaprinos
PGRS.

y ovino y tipos de

Granja(Área)

c-1 (Cataluña)

c-2 (Cataluña)

c-3 (Cataluña)

c-4 (Cataluña)

c-5 (Cataluña)

c-6 (Cataluña)

c-7 (Madrid)

c-8 (Madrid)

o-i (Cataluña)

N0 de cepas

6

i2

7’

2

2

1

5

1

1

Tipo de RFLP

P-26

P-26

P-26

P-28

P-27

¡‘-28

P-27

P-27

P-28

CepasdeM. bovisaisladosde humanos.Al realizarel RFLP conPGRSenlas

15 cepasde origenhumano,seencontróquetodasellascompartíanun tipo común,

el patrónF-8, queno serepitió en ningunaotra cepaestudiada.

Cepafelina. Tras su análisispor BELP sedemostróqueestacepapertenece

a un tipo específico(P-11)



Análisis de polimorfismosgenéticos 190

Cepasaisladasde jabalíes.Sóloseobtuvieronresultadosen3 de las 4 cepas

y todasellasmostraronel mismotipo deBELP (P-13a),compartidoconanimalesde

varias granjas.

La Figura4amuestraunatípicahibridaciónconla sondaDR. Comoseobserva

la superposiciónde lospatronesdepesomolecularpermitecalcularel tamañoexacto

de cadaunade lasbandas.La Figura4b esun dendogramaobtenidotrasel análisis

de la imagenanterior conel programaGELCOMPAR. Enla Figura8 semuestraun

dendogramageneralcontodoslos tiposdeRFLPgeneradosmediantela sondaPGRS,

parael conjuntode las cepasde M. bovis descritas.En ambosdendogramasla escala

superiorindicael porcentajedesemejanzaentreunidadestaxonómicasoperacionales

(OTIJs).
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IV.3.4 Caracterizacióndel ADN de cepasde M. bovis con el uso de las

sondaspara1S1081y paramtp4O.

La hibridaciónde los ADNs de todaslas cepasdeM. bovis conla sondapara

1S1081reveló la existenciade 1 tipo mayoritariocon 6 copiasde la secuencia(tipo

6A). Sólo mostraronun patróndiferente las 3 cepasde la granjab-iO (tipo 613). La

Figura5 muestraunatípica hibridaciónconla sondaISI 081.

Todos los ADN de las cepasestudiadassehibridaroncon el elementomtp40

y no se encontróestasecuenciaenningunade ellas.
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Caracterizacióndel ADN decepasdeM. bovisconel usoconjuntode

las sondasparalas secuenciasISÓ11O,DR y PGRS.

La utilización conjunta de los tres marcadores genéticos permitió la

diferenciaciónde 47 tipos distintos de RELP en las 148 cepasde M. bovis incluidas

en el estudio.Ninguno de los marcadoresutilizados consiguiódetectartodos los

polimorfismosexistentesenlascepas.Todoslospatronesobtenidosfueronespecíficos

de granjasdeterminadasexcepto:

* ISiAb ¡ DR-1 ¡ P-24: aparecióen la granjasb-6 (1 cepa),b-9 (2 cepas)y b-ii

(1 cepa).
* ISiAb ¡ DR-7 / P-i3a: aparecióen la granjab-9 (1 cepa)y en las cepasde

jabalíes.

* ISiAa ¡ DR-3 ¡ ¡‘-3: aparecióen la granjab-i3 (3 cepas)y en la b-17 (1 cepa).

* IS6B / DR-16 / P-26: aparecióen las granjasc-i (6 cepas),c-2 (12 cepas)y c-3

(1 cepa).
* ISbA 1 DR-lS / P-28: aparecióen las granjasc-6 (1 cepa)y 0-1 (1 cepa).

* IS6C / DR-i7 / P-27: aparecióen las granjasc-7 (5 cepas)y c-8 (1 cepa).

0<

0<

En la Tabla8 semuestraun resumende los distintostipos de RFLPobtenidos

con el usocombinadode 1S671710 (RHSy LHS), DR y PGRS,así como su distribución

en las distintas granjas.

IV.3.5
0<

0<

0«

~1~

0<

O

0<

0<’

0<
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0<

*
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0<
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0<

0<

0<

0<
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0<
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Tabla 8. Tipos de RFLP con IS6flO, DR y PGRS

Origen N0 de cepas Tipo de RFLP

b-1 (Castilla y León) 1 IS5B~ ¡ DR-2 ¡ P-22

b-2 ( ) 12 IS7A / DR-4 ¡ P-21

b-3 ( ) 1 ISlC ¡ DR-13 ¡ P-14

b-4( )
1
1

ISl2A 1 DR-3 / P-5
ISí2A ¡ DR-3 ¡ P-6

b-5( ) 2 IS1Ac/DR-8/P-l

b-6 ( ) 1 IS1Ab / DR-1 ¡ P-24

b-7 ( ) 2 IS1Aa ¡ DR-3 ¡ P-l5

b-8 ( ) 1 IS1Aa / DR-3 / P-23

b-9 ( )
1
1
1

IS1Ab / DR-li / ¡‘-24
IS1Ab / DR-1 ¡ ¡‘-24
IS1Ab ¡ DR-7 ¡ P-13a

b-10( ) 3 ISlAc/DR-8/P-7

b-11 ( )
1
1
1

ISID ¡ DR-5 ¡ P-4
IS4B ¡ DR-14 ¡ P-i6
IS1Ab / DR-1 / P-24

b-12 ( ) 11 ISliA / DR-4 / P-2IS1Aa / DR-3 / P-25

b-13
1
1

IS1Aa ¡ DR-3 ¡ P-3
IS1Ab ¡ DR-1 / ¡‘-17

b-14 (Cataluña) 1 IS5C ¡ DR-lO / P-13b

b-15( 3 1 1S77B/DR-8/P-12

ISlAd 1 DR-8 / P-1O

ISlAa / -—- ¡

1 IS4A 1 DR-3 ¡ PiSa
IS5D ¡ DR-3 / ¡‘-9
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b-22 (Cataluña)

1
1
1
1
1
1
12

IS3B ¡ DR-lO ¡ P-13b
IS3C ¡ DR-12 ¡ P-13b
IS2A ¡ DR-lO ¡ P-18
IS2A ¡ DR-lO ¡ P-19
IS1Aa ¡ DR-3 ¡ P-20

IS3A ¡ DR-lO ¡ P-13b
IS2B ¡ DR-lO ¡ P-13b

b-23( )
2
2
2

IS1Aa / DR-12 ¡ P-17
IS1B¡--—¡P-9
1MB ¡ --— ¡

II )

b-24 (

119 IS2B ¡ DR-3 ¡¡‘-9IS1Aa / DR-3 ¡ P-9

b-25 (Cantabria) 1 ISlAd ¡ DR-9 ¡ P-3

b-26 (Guadalajara) 1 IS1Aa ¡ DR-12 ¡ P-13b

b-27 (Madrid) 1 IS6D ¡ DR-lO ¡ P-13b

c-1 (Cataluña) 6 IS6B / DR-16 ¡ P-26

c-2 ( ) 12 IS6B ¡ DR-16 ¡ P-26

c-3 ( ) 1 IS6B / DR-16 ¡ P-26

c-4( ) 2 ISSA/DR-15¡P-28

c-5( ) 1 IS5A¡DR-18/P-27

c-6 ( ) 1 IS6A / DR-lS / ¡‘-28

c-7 (Madrid) 5 IS6C ¡ DR-17 ¡ P-27

c-8 (Madrid) 1 JS6C¡ DR-17 ¡ P-27

o-1 (Cataluña) 1 IS6A ¡ DR-lS ¡ P-28

Gato (Madrid) 1 IS1Aa ¡ DR-l ¡ P-fl

Jabalíes(Doñana)

3

3 JSlAb ¡ DR-7 ¡ P-13a
Ramóny Cajal 1

13
IS3D / DR-6 ¡ P-8
IS2C ¡ DR-8 ¡ Pi

aLos tipos en negritasonaquellosespecíficosde granja.
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IV.4 DISCUSIÓN

La tuberculosisenel ganadobovinoy caprinoespañolesaúnunaenfermedad

importante.Hastael momentonuncasehabíallevado a caboningún estudiocon un

númerodecepaselevadoennuestropaís,y por ello la informacióndisponiblesobre

la presenciade los diferentesmarcadoresgenéticosen lascepasespañolasdeM. bovis

eramuy limitada.En esteestudiosehanexaminado148 cepasmedianteREL?con

sondaspara los marcadores1S6171 0, DR, PGRS,LS 10871 y mtp40.

La secuenciade inserción 156110 está siendo actualmenteutilizada en

laboratoriosde todo el mundo para estudiosde tipificación de aisladosde M.

tuberculosis (Otal et al., 1991; Das et al., 1993; Van Embdemet al., 1993). Varios

trabajos (Hermanset al., 1991; Cousins et al., 1993b; Collins et al., 1993; Van

Soolingenet al., 1994; Skuceetal., 1994)hancomunicadoquela presenciadeunasola

copia de 136110,normalmenteen la región preferentede integraciónencontradaen

el cromosomadeM. bovis BCG (Hermanset al., 1991),esunacaracterísticatípica de

las cepasde M. bovis aisladasdeganadobovino. Sin embargorecientementeha sido

descritala existenciadecepasdeM. bovisconmúltiplescopiasdela secuencia156110

y estascepasprocedíande animalessalvajes,animalesde zoo y cabras(Cousinset

al., 1993a; Van Soolingenet al., 1994; Gutiérrezet al., 1995).Un estudiopreliminar

realizadorecientementeen 17 cepasbovinasespañolasconfirmóla teoríaextendida

de la especificidadde las cepasunicopiapara el ganadobovino (Gutiérrezet al.,

1995).Sin embargo,sorprendentemente,en nuestroestudioencontamosque43 de

la 97 cepasbovinasinvestigadasconteníanvariascopiasde 1.361710.La mayoríadelas

cepasproveníanderebañossin relaciónepidemiológicaconocida,lo cualconcuerda

con el elevadonúmerode patronesde RFLP (23) encontradosen estosaislados.La

granjasinvestigadasestabansituadasen5 áreasdiferentes(Castilla-León,Cataluña,

Santander,Guadalajaray Madrid) y las cepasmulticopiano sehanlimitado a una

regióndeterminadasino quehanaparecidoen todaslas áreasestudiadas.

En 5 de las 54 cepasunicopiapara ISÓJJO, la secuenciase encontróen un
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fragmentoespecificodiferente del lugar típico de integración(tipos ISlb, IS1C e

ISII D), estospatronesaparecieronespecíficamenteen3 granjasdeterminadas(b-3,b-1 71

y b-23). Diecinuevede las 49 cepasunicopiarestantes(tipo ISlA) fueronaisladasa

partir de los animalesde la granja b-24, esta granja sufrió un brote agudo de

tuberculosisy el origendela infecciónesdesconocido.Si descontamosestosanimales

sólo 30 de las97 cepasbovinasde esteestudiosonunicopia.
~4
0<

En nuestroestudiosemuestraqueun elevadoporcentajede lascepasbovinas

españolaspresentanvariascopiasde156110y quela realizaciónde un RFLP coneste

elementoes un método útil y hable para la caracterizaciónde las mismas.La

hibridación con la sonda 156110 LHS en las cepasdel tipo ISlA permitió una

separaciónde los aisladosen4 gruposmás.Esteresultadoindica que,enestascepas,

la sondapara el fragmentosituadoal ladoizquierdo del sitio PvuII esfuentede un

mayorpolimorfismo, lo que estáde acuerdocon las observacionesde Collins et al.

en 1993. Sin embargo,con el objeto de conseguirunamayor discriminaciónentre

cepasseríanecesariola hibridaciónde estosaisladoscon sondasparalos elementos

DR y PGRS.

Es posible que si se continúa investigandoextensivamenteen cepas de

diferentespaísesse llegue a descubrirsi estasituaciónocurre sólo en España.La

particularidadesde los sistemasdeexplotacióndenuestropaís,conla existenciade

rebañosde un bajo número de cabezasy una presenciaimportante de razas

autóctonaspuedehabercontribuidoa que se mantengaestegrupo “particular’ de

cepasde M. bovis entre nuestrapoblaciónbovina. AdemásEspañano es un país

exportadorde ganadoy sin embargo,un númerorelativamentealto de animales

selectosentranennuestropaíscadaaño, lo cualpodríaexplicar la presenciadeesos

tipos “comunes’de cepasentrenuestraspoblaciones.
O

Las29 cepascaprinasy la cepaovinainvestigadasconteníanentre5 y 8 copias

de la secuencia156110y ningunode los patronesde RFLP de estascepasserepitió

en las cepasbovinaso de otrasespecies.Cuandolos patronesdeRFL¡’ seanalizaron

juntoa los deotrosorígenesanimalessevio queintegrabanun grupocompletamente
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diferenciadodel resto (Figura 6). Las cepasde cabra y oveja procedieronde 2

regiones(Cataluñay Madrid) diferentesde las cepasinvestigadaspor Gutiérrezet

al. en 1995, pero sin embargo,los patronesobtenidosguardaronun alto gradode

similitud con los publicadospor estosautores.Este hechoapoya la teoría de que

existe un grupo particularde cepasde M. bovis genéticamentesimilares y queson

responsablesde la tuberculosiscaprinaen nuestropaís.

Las cepasprocedentesde lasgranjasc-1, c-2 y c-3 mostraronel mismotipo de

RFLP (1565),estasgranjasseencuentransituadasmuy próximasentresí enel mismo

área(Comarcade Vallés Oriental)y la prácticade intercambiaranimalesentreellas

es corriente, por lo que es posibleque la infección se hayaextendidoentreellas

originadapor un mismo tipo de cepa.Las granjasc-6 y 0-1 (ambasdel tipo 156A) se

encuentranenla mismalocalidady esmuy probablequehayaexistido contactoentre

los animales.En el casodelas granjasde la ComunidaddeMadrid (c-7 y c-8), lasdos

compartieron el mismo tipo de RFLP (IS6C) y posteriormentehemospodido

averiguarquela cabrade la granja c-8 fue compradaen la granjac-7. Porúltimo, los

tipos ISSA e ISBA fueronespecíficosde las granjasc-5 y c-4 respectivamentey no se

conoceningunarelaciónepidemiológicaentreestasgranjasy las anteriores.

La cepafelina y las cepasde jabalíespertenecenal tipo comúnISlA lo cual

pareceserindicativo de trasmisióna partir de ganadobovino.

La cepashumanasmostraronpatronesde RLFLP específicosy pareceser que

en el brote de multiresistenciaestuvieroninvolucradas2 cepasdiferentes.Al no

haberseencontradoun patrón similar, el origen de estos brotes es desconocido

aunqueenel dendogramageneral(Figura 6) puedeobservarsequelascepassonmás

próximasa los tipos bovinosquea los caprinos.

En resumen,hemosdemostradoquelas cepasdeM. bovis responsablesde la

tuberculosisbovina y caprinaen Españapuedencaracterizarsesatisfactoriamente

medianteBEL? consondaspara156110.Ademásmedianteestemétodo,lascepasde

origen bovino pueden separarseclaramente de aquellas de origen caprino.
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Desafortunadamenteno pudimosestudiarningúnrebañomixto conpoblaciónbovina

y caprinay por ello la importanciade la transmisiónentreambasespecieses aún

desconocida.En la literatura existe una única evidenciamolecularde transmisión

desdeel ganadobovino al caprinoen condicionesnaturales(Cousinset al., 1993) y

enestecasolas cepasbovinay caprinafueronidénticasconsólounacopia de 156110.

Es más que probable que esetipo de transmisiónexista en nuestropaís y sería

necesariodeterminarsu importanciaenel contextode la tuberculosisbovina.

En la Tabla9 seresumela concordanciaentrelos tiposde RELPobtenidoscon

las sondas156210 (RHS y LHS) y DR. Con la sondaspara 156210 se demostróla

existenciade 29 tipos distintos,mientrasque conla sondaDR sólo sediferenciaron

18. Sólo en8 ocasionesseobtuvoel mismogradode polimorfismoal utilizar 156110

y DR, en el resto de los casos cada uno de los grupos establecidoscon DR

representaronvariosgruposcon1561710.La excepciónfueronlascepaspertenecientes

a los tipos ISlAa, b, c y d, en los que el uso de la sondaparaDR permitió detectar

un mayorpolimorfismoentrecepasdel detectadocon 1S67110(Tabla 10>.

Tabla10. Diferenciaciónde los tipos ISlA mediantela sondaDR

Tipo de RFLP (1S6110) Tipo de RFLP (DR)

IS1Aa DR-1, DR-3, DR-12

IS1Ab DR-II, DR-3, DR-7, DR-lP

ILSI Ac DR-E

ISlAd DR-8, DR-9

a~
05 tipos en negrita son aquellosespecíficosde granja.

5-

.4<,.

5-..

0<•.

0<
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0<

0<

0<

0<
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0<

0<

0<

0<
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0<

0<
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0<

5*

0<
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Tabla 9. Relación entre los tipos de RFLP con las sondas1S6110y DR.

Tipo de RFLP (DR) Tipo de RFLP (1S6110)

DR-1 ISIIAa, IS1Ab

DR-7 £51Ab

DR-8 IS1Ac, ISíAd, LSZC, IS7B

ISíAd

IS2A, IS3A, IS3B, ISSC, IS6D

IS1Ab

IS1Aa, IS3C

1S:ic

DR-714 1 S4B

DR-lS IS6A, ISSA

DR-16 1565

DR-17 IS6C

DR-ls IS5A

aLos tipos en negritason aquellosespecíficosde granja.

bLos tipos subrayadosindicanmismo gradode polimorfismocon las dos sondas.
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La utilizaciónde la sondaDR en los aisladosde las granjascaprinaspermitió

unamenor diferenciaciónde las cepasrespectoa los gruposobtenidoscon 1S671710.

Las propiedadesc-1, c-2 y c-3 mostraronel mismopatrónde RFLP conDR (tipo DR-

16), estostresrebañosseencuentranmuy próximosgeográficamentee intercambian

animalesentreellos lo cual explicaquela infecciónestéproducidaentodosellospor

la misma cepa.Las cepaspertenecientesa las granjasc-4, c-6 y o-1 presentaronel

mismopatrónDR (DR-15); las granjasc-6 y o-1 estánmuy próximaslo cual podría

explicarestacoincidencia,sin embargola granjac-4 no tieneningúntipo derelación -,

5*

conlas otrasdos.El tipo DR-17 fue encontradoen las dosgranjasde la Comunidad -

Autónomade Madrid (c-7 y c-8) y como ya se ha comentadoestasgranjastenían —

5*

relaciónepidemiológica.Por último el tipo DR-17 sólo seencontróen la granja c-5,

aparentementesin relacióncon ningunade las anteriores.
5*Cuandolas cepascaprinasy ovina fueronanalizadasen el conjuntodel total
e-

de cepasestudiadas,sevolvió a comprobarel hechoya demostradocon £56220,de
5*que los patrones de estas cepas, independientementede su origen geográfico,
5*guardanun elevado porcentaje de similitud y forman un grupo homogéneo

perfectamentediferenciadodel integradopor el resto de cepasde otros orígenes
5*

(Figura 7).
‘e

5*

Lascepashumanaspertenecierona los tipos DR-6 (2 cepas)y DR-8 (13 cepas), 5*

el patrónDR-6 fue específico,sin embargoel patrónDR-8 esunode los patronesmás
5*.

comunesobtenidoscon el uso de DR y por ello no nos permitesacarconclusiones

sobreel origende estascepas.
5*

5*

Las cepasaisladasde jabalíescompartieronel patrón DR-7 con una cepa
e?

bovina de la granja b-9, hastael momentohemossido incapacesde encontrarun

vínculo epidemiológicodirecto entreambostipos de animales. ‘e

e-

O,

Comoconclusióncabríaseñalarquela utilizaciónde la sondaDR permiteun
‘e

grado de diferenciación de las cepas españolasde M. bovis mucho menor al
5*

conseguidocon la sonda156110. La utilización de DR sólo presentauna ventaja
O,

5*

e?

e-

.4,

e
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evidenteen la diferenciacióndel grupode cepastipo ISlA.

En la Tabla 11 se esquematizala concordanciaentre los tipos de BEL?

obtenidoscon las sondasPGRSe 1561710 (lUiS y LI-lS). Tanto con la sondaspara

156120comoconla sendaparaPGRSse demostróla existenciade 29 tiposdistintos,

aunquelos gruposno coincidieronexactamente.

En 8 ocasionesseobtuvo el mismo gradode polimorfismoal utilizar 1S671710

y PGRS.En 6 tipos de IS diferentes(tiposIS1Aa, b, c y d, IS2A e IS12A) el usode la

sendaparaPGRSpermitiódetectarunmayorpolimorfismoentrecepasdeldetectado

con156210(Tabla12). Comopuedeobservarseenel dendograma(Figura8), los tipos

P-5 y ¡‘-6 muestranun patrónde bandasmuy similar entresi y sólo sediferencian

en la posiciónde 1 de 9 bandas.En el restode los casoscadauno de los grupos

establecidoscon PGRSrepresentaronvariosgruposconISÓIIO.

Tabla12. Relaciónentrelos tipos de RFLP conlas sondasIS6flO y PGRS,en los
6 tipos IS en los queestaúltima permiteun mayorpolimorfismo.

Tipo de RFLP (156110) Tipo de RFLP (PGRS)

IS1Aa P~3, P-9, P-W, P-13b, P-15,¡‘-17, P-20

IS1Ab ¡‘-9, P-13a,¡‘-17, ¡‘-24

IS1Ac P-1, P-7

ISlAd ¡‘-3, PdO

152A P-13b, P-18,P-19

IS12A P-5, P-6

aLestipos en negritason aquellosespecíficosde granja.
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Tabla 11. Relación entre los tipos de RFLP con las sondas ISÓIIO y PGRS.

Tipo de RFLP (PGR5) Tipo de RFLP (156110)

P-r ISIAc

ISUA

P-3 ISIAa, ISIAd

P-4 ISiD

P-S 1512A

P-6 1512A

U-? IS1Ac

P-8 152C, IS3D

P-9 ISIAa, ISlAS, 151B, 152B, 1S50

P-1O ISIAd

P-n ISIAa

P-12 157B

P-13a 15Mb, IS4A

P-135 lSlAa, 1514, 153A, 153B, 153C, ISSC, ISóD

P-14 151C

P-15 lSlAa

P-16 1 S4B

P-l7 ISIAa, ISlAS

U-ls

p-19

F-20

P-2l

P-22

F-23 I5lAa

¡‘-24 ISlAS

P-25 I5lAa

¡‘-26 IS6B

¡‘-27 IS5A, IS¿C

¡‘-28 IS6A, IS8A

5Los tipos en negrita sonaquellosespecíficosde granja.

~Los tipos subrayadosindican el mismogradode polimorfismo al utilizar ambassondas.
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El gradodepolimorfismoobtenidoconla sondaPGRSenlas cepasdecabras

fue menorqueel obtenidocon156110o DR, diferenciándosesólo3 gruposde cepas.

El grupoP-26coincidió conlos gruposDR-16 e 15GB incluyendoa los aisladosde las

granjascd, c-2 y c-3, todasellasrelacionadasepidemiológicamente.El grupo P-27

estabaformado por los aisladosde las granjasc-5 (Cataluña),c-7 y c-8 (Madrid>.

Tanto con la sonda156110 como con DR, estas cepas mostraronpatronesmuy

relacionadospero claramentediferentespara los dos grupos c-5 y c-7/c-8, sin

embargo con PGRSfueron todasidénticas. Por último el grupo ¡‘-28 incluía cepasde

las granjas c-4, c-6 y o-1, en este caso sólo 156110 ptoporcionóel grado de

diferenciación suficiente separandolos aislados de las granjas relacionadas

epidemiológicamente(c-4 y c-6/o-1),y los patronesobtenidostanto DR comocon

¡‘GES fueronidénticosen todo el conjuntode cepas.

Cuandolascepascaprinasy ovina fueronanalizadasen el conjuntodel total

de cepasestudiadosevolvió acomprobarel hechoya demostradocon1S67110y con

DR, de quelos patronesde estascepas,independientementedesu origengeográfico,

guardanun elevadoporcentajede similitud y que formanun grupo homogéneo

diferentedel formadopor el resto de cepasde otros orígenes(Figura 8).

La utilización de ¡‘GES revelóun único grupo (¡‘-8) paratodaslas cepasde

procedenciahumana,aunqueno fue capazde diferenciara los dos tipos de cepas

involucradosenel brotequefuerondiferenciadoscon el usode156120y DR. La cepa

felina pertenecióa un tipo específico(P-11), lo cualindicaquela fuente de infección

de esegato no seencuentraentrelas cepasestudiadas.

Como resumen de los resultadosobtenidos y en concordanciacon lo

demostradopor otros autores(Cousinset al., 1993ay b; Dwyer at al., 1993) puede

señalarseque la utilización de la sonda PGRS permite un elevado grado de

diferenciaciónde las cepasespañolasdeM. bovis.La utilizacióndePGRSrepresenta

unaventajaevidenteenla diferenciacióndel grupodecepastipo ISlA, inclusoendos

ocasionespermitió diferenciar un mayor número de tipos dentro de grupos

específicosobtenidoscon1S67110.En 8 ocasionesel gradode polimorfismoobtenido
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fue el mismo al utilizar PGRSo 156110 pero sin embargoen el resto de los casos

156110permitiódiferenciar20mástiposdentrode los gruposestablecidoscon¡‘GES.

Los resultadosobtenidosconla secuencia151082confirmanlos ya expresados

por variosautores(Collinset al., 1993) dequeesteelementoesfuentedemuy escasa

variabilidadentrecepas,y quepor tanto no esadecuadopara su utilización como

marcadorepidemiológico.

En resumen, si en el conjunto general de las cepasse realiza el RELP

hibridandocon1S67110RH5 se diferencian26 tipos diferentes;si se hibrida después

a los del grupoISlA con 156210LHS, obtendriamos29 tiposdiferentes;si ahorasólo

hibridamoscon PGRS a los aisladosde los tipos ISlAa, b, c y d, generaríamos42

tipos distintos deRFLP. Es decir,quede los 47 tiposrealesquesabemosqueexisten

NO detectaríamoslassiguientesdiferencias:

1. ISlAb¡D-7/P-13a y

jabalies(Doñana)

b-9 (Castilla y León)

2. IS1Ab¡D-1/P-24 y

b-6 (Castilla y León>

b-9 (Castilla y León)

b-l1 (Castilla y León)

3. ISl2A/DR-3¡P-5 y

b-4 (Castilla y León)

4. IS2A¡DR-10¡P-13b,

b-22 (Cataluña)

IS1Ab/D-3¡P-13a

b-18 (Cataluña)

IS1Ab¡D-11¡P-24

b-9 (Castilla y León)

1512A¡DR-3¡P-6

b-4 (Castilla y León)

IS2A¡DR-1O¡P-18, 152A¡DR-10/P-19

b-22 (Cataluña) b-22 (Cataluña)

En los casos1. y 2. las diferenciasno se habríandetectadopor no haber

hibridadolos ADNs de las cepasunicopiapara156110con la sondaDR.
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Enlos casos3.y 4. lasdiferenciasno sehabríandetectadopor haberhibridado

conPGRSsólolos ADN delascepasunicopiapara156210y no los de todaslas cepas

en general.

Se demuestrapues,que parala diferenciaciónexactade todaslas cepasno

bastacon la utilización de un marcadorsimpley quesedebenmanejartodoslos

disponibles.Sinembargolassondasqueoriginaronun mayor polimorfismoentrelas

cepasfueron156110y PGRS.Las Figuras6,7ya muestran3 dendogramasobtenidos

con la comparaciónde los patronesde RFLP obtenidosde todaslas cepasincluidas

en el estudio.

A partir de los datosobtenidosenesteestudio,esmásqueprobablequeexista

unarelaciónepidemiológicaentrelas cepasbovinasde las granjasb-6, b-9 y b-11, ya

que los patronesobtenidoscon el uso de todas las sondasfueron idénticos y

compartidosentreesasexplotaciones.Unasituaciónsimilar seobservaentrelas cepas

bovinasde las granjasb-13 y b-17. Sin embargo,pesea los esfuerzosrealizados,ha

sidoimposibleestablecerunacomunicaciónepidemiológicadirectaentrelos animales

de las citadasexplotaciones.

En las granjas b-4, b-9, b-11, b-21, b-22, b-23 y b-24 aparecieron

simultáneamentevarios tipos de cepasdiferentes,lo que indica quela enfermedad

en estas explotaciones tiene varios origenes, quizás debido a la compra

indiscriminadade animalessin garantíassanitariaso a la reposicióncon animales

supuestamentesanos(por la técnica oficial de diagnóstico) que realmenteeran

portadoresde la enfermedad.En el restode laspropiedadessólo seencontróun tipo

de cepa causantedel problema, aunquepor razoneseconómicasno pudieron

estudiarsetodaslas cepasaisladasde todaslas explotaciones.

Con este estudio se ha demostradotambiénque las 3 cepasde jabalíes

estudiadasson idénticasa cepasde la granjab-9. Estos hechosconfirmanque las

cepasde jabalíesprocedende cepasbovinas,aunqueha sido imposibledemostrar

unarelacióndirectaentrelos jabalíesy los animalesde la granjab-9.
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En el caso de los aisladosde origen caprino el método óptimo para la

caracterizaciónes la utilización del elemento156110. En nuestroestudiotodos los

aisladosrelacionadosepidemiológicamentemostraronpatronesidénticos,queporotra

partefuerondiferentesa los patronesobtenidosparalas cepassin relaciónconocida.

La sondaDR permitió un grado menor de polimorfismo y por último la

utilizaciónde PGRSfue la que menosdiferencióestosaislados.Las figuras 6, 7 y 8

muestrantresdendogramasobtenidostrasel análisiscomputerizadode los patrones

de RFL¡’ de las cepascaprinas y ovina con las sondas156110,DR y PGRS.Conel uso

de los tres marcadoresgenéticosse confirma la teoría de que estascepaspodrían

constituir unasubpoblacióndiferentede la formadaporU boris de origen bovino.

Aunqueseríadeseableel estudiodeunmayor númerodecepas,y derebañosmixtos

en los quepudieranencontrarseambostipos de animales.
0<~

5*.

En el casode las cepashumanasinvolucradasenel brotede multiresistencia

,se confirma la existencia de 2 tipos diferentesde cepas. Los patronesno se

encontraronrepetidosentreel restode aisladosestudiados,por lo queel origen de

estainfecciónnosocomialesaúndesconocido.Algo similarocurreconla cepafelina,

que aunqueintegradaen el conjunto de las cepasde procedenciabovina no se

encontrórepetidaen ningúnotro animal. st



CLAVE PARA LA IDENTIFICACION DE GRANJAS EN Los DENDOGRAMAS DE LAS FIGURAS iB,
3B, 4B, 6, 7 Y 8.

Granja 5-1 León

Granja 5-2 León 21

Granja 5-3 Leór

Granja 5-4 León 5~

Granja 5-5 León?

Grarnja 5-6 León 14

It-----

Granja 5-7 León 19

Granja 5-8 León 27

Gran
1a 5-9 Leen 38

Granja 5-10 León 41 y Ponferrada

León 29

León 3? ¡

Granja 5-II

Granja 5-12

Granja 5-13 León 54

Granja b-fl 133 AL

Granja 5-15 653.BD

Granja 5-16 Y
Granja 5-17

Granja 5-18 583<AG

Granja 5-19 Salvi

Granía 5-20 661.BC

Granja 5-21 397.AV

Granja 5-22 Verge

Granja 5-23 Teruel

5-24 Aguad

Granja 5-25 Santander Y

Granja 5-26 Guadalajara

Granja 5-27 Madrid 1

Granja c-2 Farm 2 o Barna 1

Granja c-2 Farm 2 o Berna 2

Granja c-3 Farm 3 o Berna 3

Granja c-4 Farni 4o Barna 4

Granja c-5 So Berna 5

Granja o-6 Farn~ 6 o BernaL

Granja c-2 Colmenar

1

1<

Granja c-8 Madrid 2
Granja nl O”ino

Gato Madrid, Rita
Humanas

Jabalíes

1-1. Ramón y Caja 1

Doñana
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Figura 1. Estimación de la concentracióny calidad del ADN despuésde la

digestión con PvuII. La electroforesisde 5 de los 25 pl del ADN digeridosellevó a

cabocomo sedescribióenel texto. Las calles 1 a 30 representanaproximadamente

0,8 pg de ADN micobacterianodigerido con ¡‘vuil. De todas estasmuestrasel

volumenrecomendadoparautilizar en la electroforesises de 12 pl, exceptoen las

calles2, 3, 4, 6 y 7, en las cualesla calidadde las digestiónesmenory por ello se

recomiendacargarun mayor volumen (15-20pl).
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Figura2a. Patronesde RFLP obtenidos tras la hibridación con 1S6110RHS de AD$Js de

cepasbovinas de M. bovis digeridosconPvull. La calle1 muestra el patrón obtenido para la cepa

de referencia/vi. tuberetilostaMt14323,confragmentosderestricción 156110-hibridadosde umañosde

aproximadamente 17, 7.4, 7.1,4.5, 3.6, 3.1, 2.1, 1.9, 1.7, 15, 1.4 y 1 It. La calle 30 muestra el patrón

obtenidoparala cepadereferenciaM. bovisKG 3, conun fragmento derestricción 156110-hibridado

de 1.9 kb. U calle2 contieneADN de unacepadela granjab-1; las callesSy4, decepasdela granja
b-5; la calle5, de unacepade lagranjab-6; las calles6 y 7, de cepasde la granja 1>-?; las calles8 a 19,

de cepasde la graijab-2; la calle 20 de una cepade la granja b-8; calles21 a 23, cepasde la granjati-

11; calles24 y 25, dela granjab-12y por últimocalles26 a 29,cepasde la granjab-9.
La transparenciasuperpuestamuestralosfragmentosdel marcadorinternodepesomolecular,

visualizadostras lahibridación de la misma membrana con una sondamarcadacomo se describióen

el texto.
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Figura 3a. Patrones de RFLP obtenidos tras la hibridación con DR de ADNs de cepas

bovinas de M. bovis digeridos conMu!. Las calleslySO muestran los patronesobtenidospara las

cepasde referencia M. tuberculosisMtd4323 y M. bovis DCC 3 respectivainenta Las calles 2 a 4

condenenAON decepasde la granjab-20; la calle 5, de una cepa de la granja 1>18; la calle 6, de una

cepade la granja b-17; lascalles7y 8,decepasdela granja1>21 y por último las calles10 a 29, ADNs
de cepaspertenecientesa la granja1>22.

La transparenciasuperpuestamuestralos fragmentosdelmarcadorinternodepesomolecular,
visualizadostrasla hibridacióndela mismamembranacon unasondamarcadacomosedescribióen
el texto.
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Figura 4a. Patrones de RFLP obtenidos tras la hibridación con PGRSde ADNs de cepas

bovinas de M. bovis digeridos con AZul. Las calles1 y 30 muestran los patrones obtenidospara las

cepasde referencia M. tuberculosisMt.14323 y M. bovis BCG 3 respectivamente.La calle 2 condene

ADN de unacepade la granja b-1; las calles3 y 4, de cepasde la granja b-5; la calle 5, de una cepa

de la granja b-6; las calles6 y 7, de cepasde la granja b-7; las calles 8 a 19, de cepasde la granja b-2;

la calle 20 de una cepade la granja b-8; calles 21 a 23, cepasde la granja ti-li; calles 24 y 25, de la

granja 1>12 y por último calles26 a 29, cepasde la granja b-9.

La transparenciasuperpuestamuestralosfragmentosdelmarcadorinternodepesomolecular,

visualizadostrasla hibridaciónde lamismamembranaconunasondamarcadacomose describióen

el texto.
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Figura 5. Patrones de RFLP obtenidos tras la hibridación con ISIOS1 de ADNs de cepas

bovinas de M. bovis digeridos con PvuII. Las calles1 y 30 muestranlos patronesobtenidosparalas

cepasde referenciaM. tuberculosisMt.14323 y M- bovis BCG 3 respectivamente.La calle 2 condene

ADN de una cepade la granja b-1; las calles3 y 4, de cepasde la granja b-5; la calle 5, de una cepa

de la granja 1>6; las calles6 y 7, de cepasde la granja b-7; las calles8 a 19, de cepasde la granja b-2;

la calle 20 de una cepa de la granja b-8; calles 21 a 23, cepasde la granja b-11; calles 24 y 25, de la

granja b-12 y por último calles26 a 29, cepasde la granja 1>9.

La transparencia superpuestamuestra losfragmentosdel marcador interno de pesomolecular,

visualizadostras la hibridación de la misma membrana con una sonda marcadacomosedescribióen
el texto.
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1) El protocolo óptimoparael primoaislamientodeM. bovis apartir demuestras

tisularesesla descontaminacióncon HIPC, seguidade la siembra en los mediosde

Coletsosy de Lówenstein-Jensen.

2) La reaccióndePCRparadetectarconjuntamentelos fragmentoscromosómicos

152082 y mtp40,esuna pruebasimple, rápiday eficaz para la diferenciaciónde M.

tuberculosisy M. bovis.

3) La mayoríade las cepasde M. africanum y de M. tuberculosis,consideradas

como patógenoshumanos, dan un resultado positivo en el PCR múltiple

mtp4o/151081. Sin embargo M. bovis y M. microti, los patógenos animales

tradicionales,danun resultadonegativoparamtp40.La excepcióna estareglasonlas

cepasde focas,las cualesseagrupancon los patógenoshumanos.

4) En estetrabajohemoscomunicadopor primeravez la amplificación de una

secuenciacompatiblecon156110en 1 cepade M. ulceransy en 1 cepadeM. gilvum.

Este resultadoindica la necesidadde analizar un mayor número de cepas de

micobacteriasparaaclararel espectrodehospedadoresdeestasecuencia,hastaahora

mundialmenteconsideradacomo específicade los miembros del complejo M.

tuberculosis.

5) La pruebade inmunoperoxidasaparadeteccióndel antígenoMPB7O es un

métodofiable y especificopara la identificaciónde cepasde la especieM. bovis.

6) Un elevadoporcentajede las cepasespañolasde M. bovis de origenbovino

presentan múltiples copias de la secuencia 156110, siendo esta situación

sorprendentementediferentea la descritaparacepassimilaresprocedentesde otras

localizacionesmundiales.
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7) Parala diferenciaciónexactapor RFLP de las cepasespañolasde M. boris no

bastaconla utilizacióndeunmarcadorgenéticosimpley sedebenmanejartodoslos

disponibleshastael momento.Sin embargo,los elementosque originanun mayor

polimorfismoentrelas cepasson por orden,1S6110 y PGRS.

8) Las cepas de M. boris de origen caprino, independientementede su

procedenciageográfica,formanun conjuntogenéticamentehomogéneoy claramente

diferenciadodel formado por las cepasde M. boris de otros orígenesanimales.
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Esta TesisDoctoralha pretendidodesarrollary evaluaruna seriede nuevas

técnicaspara la identificación y tipificación molecularde cepasde M. bovis. Estas

nuevastécnicasson de gran interésparasu aplicaciónprácticaa las campañasde

erradicaciónde la tuberculosisbovina.

La mayoríade lasmuestrastisularesremitidasparael aislamientodeM. bovis

contienen una flora microbiana acompañante,por ello es necesaria la

descontaminaciónde las muestrasantesdesucultivo. Los reactivoselegidosparala

descontaminacióndeben ejercer el mínimo efecto sobre la viabilidad de las

micobacteriasy sin embargodebenser capacesde destruircompletamentela flora

contaminante.Hasta el momentono se conoce ningún agentedesinfectanteque

carezcapor completode toxicidadparaM. bovis- Los tratamientosactualmentemás

extendidos en los laboratorios de micobacteriología son: el método de

descontaminaciónpropuestopor Tacquety Tison en 1961, y el tratamientocon

cloruro dehexadecil-cetil-piridinio(HFC) (Comery Trajstman,1988).

En esteestudiohemosdemostradoqueenel primoaislamientode M. bovis a

partir de tejidosen nuestrolaboratorio,el protocoloóptimoesla descontaminación

con }-IPC, seguidade la siembra en los medios de Coletsos(por la rapidez del

crecimiento)yde Lówenstein-Jensen(porla menorposibilidaddecontaminación).En

aquellasmuestrasquese observecontaminacióntrasel usodel HPC serecomienda

realizarunadescontaminacióncon NaOH/SDSy si la contaminaciónpersiste,una

descontaminacióndobleseriada,primero con HPCy despuéscon NaOH/SDS.

La identificaciónde micobacteriasestácomúnmentebasadaenobservaciones

macroscópicasy en pruebas bioquímicas convencionales. Todos ellos son

procedimientosmuy lentos cuandose trata de microorganismosincluidos en el

complejoM. tuberculosis.

Recientementeseha comenzadoa introducir la utilizaciónde sondasdeADN

y de reaccionesdePCRparala identificaciónrápidadeestasbacterias.No obstante,
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hastahoy, estastécnicasno erancapacesde diferenciara M. tuberculosisdel restode

los miembros del complejo, entre los que se encuentranM. bovis, M. microti y

M. africanum.

En los últimos años, la tuberculosishumanaha recuperadoel protagonismo

dentrodelasenfermedadesinfecciosas;ademásla tuberculosisbovinaesaúnun serio

problemaeconómicoy sanitarioen muchospaíses,siendoun hechoreconocidosu

potencialinfluenciaen la saludhumana.

La gran similitud en la presentaciónclínica,el tratamientoy el pronósticode

las infeccionespor M. tuberculosisy M. bovis enel hombreha provocadofallos en los

sistemasde identificaciónutilizadosparadiferenciarentreambasespecies,enbuena

partede los laboratoriosdel mundo.
Ú

El primerpasoparaconocerla importanciarealde las infeccionespor M. bovis

enhumanosseríala realizacióndeestudiosepidemiológicosdetalladossobrela forma

y la magnitudde la transmisiónde la infeccióndel ganadoafectadoal hombre,y

paraello hay unanecesidadurgentede desarrollarunapruebarápiday simplepara

diferenciar entre M. tuberculosis y M. bovis. El objetivo del presentetrabajo fue

diseñar,optimizar,y evaluarenun númerosuficientede cepasmicobacterianas,una

PCRmúltiple paratal fin.

El funcionamientode la pruebade PCRfue óptimo al utilizar conjuntamente

los iniciadores 1081 para el elemento1S1081 (descrito como específicopara el

complejoM. tuberculosis)y los iniciadoresPT parael elementomtp40 (descritocomo

específicopara la especieM. tuberculosis).Los resultadosóptimosde la reacciónse

consiguieron al utilizar 35 ciclos de amplificación con una temperatura de

emparejamientode 650C, 0,5 mM de MgCl
2, 0,5 U/reacciónde Tth polimerasa,150

y 60 ng/reacciónde cadauno de los iniciadoresPT y 1081 respectivamente.

La reacciónde PCRdiseñadaha resultadoser unapruebasimple,rápida (6-8

horas) y altamenteespecífica;la utilización de los 4 iniciadoresen un sólo tubo

permite verificar la pertenenciaal complejo M. tuberculosis y la presenciadel

fragmentomtp40 en una sola reacción, lo que suponeun ahorro importanteen

reactivosy material.Medianteel PCRmúltiple mtp4o/1S1081,la mayoríade lascepas
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de M. africanum se agruparonjunto a M. tuberculosis,obteniéndoseun resultado

positivo en la pruebapara los patógenoshumanos.Sin embargo,M. bovis y M.

microti,Los patógenosanimalestradicionales,dabanunresultadonegativoparamtp4O.

La excepcióna esta reglafueronlas cepasde focas,las cualesse agruparoncon los

patógenoshumanos.Sehaencontradotambiénquela pruebade inmunoperoxidasa

esunmétodosimple,fiable y especificoparala identificaciónde la especieM. bovis

M. bovisescapazde infectaraunagranvariedaddeespecies,tantodomésticas

comosa]vajese incluso al hombre,por ello hay una gran necesidadde definir los

principalesreservoriosy las rutasde transmisiónentreellos y el ganado.

Una de las herramientasmaspoderosasparael estudiode la epidemiología

de las micobacteriaspatógenases la diferenciaciónde cepasmediantetécnicas

genéticasde tipificación. La técnicamásutilizadahastael momentoesel Restriction

fragmentlengthpolymorphism(RFLP) delADN genómico,tambiénllamadoRestriction

EndonucleaseAnalysis(RFA). Estatécnicaconsisteen ponerde manifiestouna serie

de fragmentospolimórficos de restricciónmedianteel uso de sondasespecificas

dirigidas a determinadoselementos.

En las cepaspertenecientesal complejoM. tuberculosisse hanidentificado3

diferenteselementosgenéticosquecontribuyena la diferenciaciónentrecepasy que

puedenser útiles en estudiosepidemiológicos:la secuenciade inserción 156120

(Thierry et al., 1990),y las secuenciascortasrepetitivasDR (Direct Repeat)(Hermans

et al., 1991) y PGRS(PolimorphicGC Rich Repeat)(Rosset al., 1992).

La técnicadeRiFLPha sidoy estásiendoutilizadadeunamanerarutinariaen

estudiosepidemiológicosde tuberculosishumanaproducidapor M. tuberculosis.Sin

embargo,hastael momento,sólo seharealizadoun limitado númerodeestudiosde

epidemiologíamolecularde M. bovis.

El objeto de esteestudiofue evaluarla aplicacióndel RFLP con sondaspara

los elementosantesindicados,en la caracterizaciónde cepasespañolasde M. bovis

de diferentesprocedenciasgeográficasy animales.Los resultadosobtenidoshan

permitidoestablecerlasbasesparala creacióndeun bancode datosepidemiológico
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queenun futuropróximopermitala realizaciónde trazadosepidemiológicosde los

brotesde infecciónpor M. bovis en nuestropaís.

En resumen,hemosdemostradoque las cepasde M. bovis responsablesde la

tuberculosisbovina y caprinaen Españapuedencaracterizarsesatisfactoriamente

medianteRFLP con sondaspara 156120.La utilizaciónde la sondaDR permiteun

gradode diferenciaciónmuchomenor al conseguidocon la sonda156110 y sólo

presentauna ventajaen la diferenciacióndelgrupo de cepasunicopiapara1S6110.

En concordanciacon lo demostradopor otros autores(Cousinset al., 1993a y b;

Dwyer at al., 1993)puedeseñalarsequela utilizaciónde la sondaPGRSpermiteun

elevadogradodediferenciaciónde las cepasespañolasdeM. bovis,la utilizaciónde

PGRSrepresentauna ventaja evidenteen la diferenciaciónde cepascon una sola

copia de156110;inclusoen dos ocasionespermitió diferenciarun mayor númerode

tipos dentro de gruposespecíficosobtenidoscon 156210,sin embargoenel restode

los casos156110permitió diferenciar2 o mástipos dentrode los gruposestablecidos

con PGRS. El RFLP con cualquiera de los elementoscitados permitió separar

claramentelas cepasde origen bovino de aquellasde origen caprino.

Se ha demostradopues,que parala diferenciaciónexactade todaslas cepas,

no bastacon la utilizaciónde un marcadorsimpley quesedebenmanejartodoslos

disponibles.Sin embargolas sondasqueoriginaronun mayorpolimorfismoentrelas

cepasfueron1S6210y PGRS.
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