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RESUMEN

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas de mayor contagio en el
mundo y ha sido la principal causa de muerte debido a un solo agente infeccioso en
personas adultas. Mycobacterium tuberculosis es la principal causa de tuberculosis en
humanos, pero existen reportes de casos ocasionados por M. bovis. El objetivo de este
trabajo fue identificar las infecciones causadas por M. bovis en pacientes humanos
sospechosos a la enfermedad mediante el analisis molecular de las muestras. Se
analizaron 2736 muestras de esputo mediante la técnica de BAAR (tincion Ziehl-
Neelsen de Bacilos Acido-Alcohol Resistentes) y posteriormente se hizo la siembra en
mezcla de las muestras seriadas en medios de cultivo Lowenstein-Jensen (M.
tuberculosis) y Stonebrink (M. bovis). Se realizo la extraccién de ADN de los 21 cultivos
positivos para llevar a cabo la PCR tiempo real para la diferenciacién entre las dos
especies. Los aislados de M. bovis analizados en este estudio fueron secuenciados y
tipificados mediante polimorfismos de un so6lo nucleétido (SNPs). En este trabajo se
analizaron 2736 muestras de 1154 pacientes, 531 mujeres (46%) y 496 hombres
(43%). De 127 muestras (11%) no se obtuvo informacion sobre el género. Se obtuvo
una frecuencia del 1.8% (21) de casos positivos a la enfermedad, 6 mujeres, 7 hombres
y 8 de género desconocido; de los 15 aislados secuenciados, 2 (13%) resultaron M.
bovis y 13 (87%) M. tuberculosis, lo que implica una incidencia de 9.5% de M. bovis en
pacientes positivos a la enfermedad. Los resultados obtenidos indican que existe una
frecuencia considerable de infecciones en humanos causadas por M. bovis, por lo cual
resulta importante realizar la diferenciacion de especie del complejo M. tuberculosis,
gue nos permita realizar un diagndstico acertado y administrar el tratamiento adecuado

para el paciente.
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SUMMARY

Tuberculosis is amongst the most contagious of infectious diseases in the world and it
has been the main cause of death due to a single infectious agent in adults.
Mycobacterium tuberculosis is the main cause of tuberculosis in humans, but there
have been cases of disease caused by M. bovis as well. The principal objective of this
study is to determine the role of M. bovis in human tuberculosis through the molecular
analysis of isolates obtained from patients suspected of having tuberculosis. Human
sputum specimens were examined by direct microscopy and culture was also
performed in Lowenstein-Jensen (M. tuberculosis) and Stonebrink (M. bovis) mediums.
From the positive cultures, DNA extraction was performed in order to do real time PCR
analysis for the identification of species. Furthermore, whole genome sequencing was
done for the M. bovis isolates for genotyping by single nucleotide polimorfisms (SNPs).
There was a total of 2736 specimens from 1154 patients, of which 531 were women
(46%), 496 men (43%), and of 127 (11%) it wasn't possible to obtain such information.
The total frequency obtained was of 1.8% (21) positive cases of tuberculosis, 6 women,
7 men and 8 had no information. Of the 15 isolate that were sequenced, 2 (13%) were
identified as M. bovis and 13 (87%) as M. tuberculosis. That is 9.5% of the tuberculosis
cases were due to M. bovis.These results show how important it is to perform species

identification for the appropriate treament.

Key words: tuberculosis, zoonosis, AFB stain, Mycobacterium



DEDICATORIAS

Dedico esta tesis a la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Autonoma de Querétaro, que me ha permitido continuar mi preparacion profesional en
el camino a cumplir metas personales para alcanzar mi realizacion como capital

intelectual dentro de la comunidad académica y cientifica.

A mi mamé& y mi hermano de quienes siempre he contado con su apoyo

incondicional.

A mi director de tesis, quién con su ejemplo me da el empuje y la motivacion,

ademas de los jalones de orejas, para sobresalir y desarrollar mi potencial.

A mis sinodales quienes han aportado generosamente sus conocimientos a lo

largo de este proceso.

A mis compafieros y amigos quienes hicieron de esta experiencia una especial

convivencia.



AGRADECIMIENTOS

No puedo expresar en palabras el agradecimiento que le merezco a mi madre.
Gracias a ella, por su constante lucha e incansable espiritu, porque su gran amor y
apoyo incondicional le han dado firmeza al suelo donde ahora piso. Gracias por

ensefiarme a través de tu perseverancia y coraje.

Agradezco ampliamente al Dr. Cantdé por su guia, paciencia y carifio. El ha
inculcado en mi un sentido de seriedad, responsabilidad y rigor académico sin los

cuales no podria tener una formacién completa.

Gracias Dr. Milian por permitirme ser parte de su area de investigacion y trabajo
de vida, y abrirme las puertas y proporcionarme las herramientas para desarrollar esta

tesis.

Gracias sinceras a todo el apoyo técnico por parte de compafieros y maestros,

su ayuda fue verdaderamente valiosa.

Ademas doy agradecimiento especial al IMSS y todo su personal quien estuvo
involucrado en este proyecto, puesto que fueron una parte esencial para su realizacion.
Asi como al Fondo de Proyectos Especiales de Rectoria (2014), ya que fue una

importante fuente de financiamiento.

Y finalmente, gracias a Dios por su infinita generosidad hacia conmigo.



INDICE

RESUMEN ...ttt e et e e et et e e e e et e e e e eea e e e eeananeeas i
SUMM A RY oot e et e e ettt e e e e et e e e e e a e e e e e e eeaa e aaees I
DEDICATORIAS ... e e e e e e e e e e e e e nn s iii
AGRADECIMIENTOS . ...t e e e e e e e e e e eenans iv
INDICE DE CUADROS ......ooviieieeeeeeeeee ettt e et e ete st e eaeseeeaeaens Vi
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt ettt eae et e eteeaesaenae e viii
N R 210 ] 18 o o1 (] N R 1
1. REVISION DE LITERATURA ....oviitiieecte ettt sttt 3
2.1 ANTECEDENTES. ... et e et e e e e b e e e eaees 3
2.1.1 Situacion de la tuberculosis humana en MéxiCo...........ccuuveveeeeeiiiiiiiiiiiiieeenn. 3
2.1.2 Situacion de la tuberculosis bovina en MEXICO ...........cccuvvviiiiiiieeiiiiiiiiiieeeeen 5

2.2 AGENTE ETIOLOGICO .....c.ciiiiieiiiieieiee ettt 7
2.2.1 Caracteristicas generales del género Mycobacterium.............ccccceeeeeeeeeeeennnn, 7
2.2.2. El complejo Mycobacterium tuberculosis .............ccceeiiieieiiiiiiiiiiee e, 12
2.2.3 Caracteristicas del geNOMA..........cciiiiiiiiiiiiiiiiie e 16

2.3 PATOGENI A et e 16
2.3.1 TUberculoSIS NUMANA ..ot 16
2.3.2 TUDErCUIOSIS DOVING ...ttt 20

2.4 EPIDEMIOLOGIA ...ttt 23
2.4.1 Espectro de hospedadores y transmision de la infeccidn............................. 23
2.4.2 Supervivencia del miCroorganiSmMO..........couuuuiieiiiiiii e e e 25
2.4.3 L@ ZOONOSIS ...t 27



2.5 DIAGNOSTICO.....cooiuiiieiitieieeetee ettt ettt ettt ettt nearas 31

2.5.1. Métodos de diagnostico de TB en humanos ...........cccooeeeeviiiiiiiiiciiiineeeeeeeenn, 31
2.5.2. Métodos de diagnostico de TB en bOVINOS...........cuvviiiiiieeiiieiiiiiciie e 38
1. OBIETIVOS . .. e e e e e e e e e e ernnns 46
3.1 OBJIETIVO GENERAL ... .ot e e e 46
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t 46
IV. METODOLOGIA ...ttt a7
V. RESULTADOS ..ttt et e e et e e e e e et e e e e eab e e e e eabaeeaaees 50
VI DISCUSION ...ttt ettt 57
VI CONCLUSIONES. ...t e e e e e e e e e eeba e e eees 64
LITERATURA CITADA ..ot e e e e e e e e e e e e e eennns 66
APENDICES. ...ttt sttt h ettt 83
Apéndice 1. Alineamiento de SNPs del aislado 13-1212317FM comparado con la
cepa de referencia AF2122/97 ..ot 83
Apéndice 2. Alineamiento de SNPs del aislado 14-805568FM comparado con la
cepa de referencia AF2122/97........oooo oo 87

vi



INDICE DE CUADROS

Cuadro Titulo Pagina

1 Tabla de contingencia para determinar la sensibilidad de la prueba 54

de BAAR comparada con el cultivo.

Vii



Figura

INDICE DE FIGURAS

Titulo

Tipo de muestras remitidas para baciloscopia al IMSS de la
Ciudad de Querétaro de octubre del 2013 a julio del 2014 de
pacientes sospechosos a tuberculosis.

Muestras de esputo de pacientes con sospecha de tuberculosis
remitidas al IMSS de la Ciudad de Querétaro de octubre del 2013
a julio del 2014, de acuerdo a su consistencia.

Origen de los casos sospechosos a tuberculosis presentados al
IMSS de la Ciudad de Querétaro de octubre del 2013 a julio del
2014.

Género de los pacientes sospechosos a tuberculosis que
remitieron muestras al IMSS de la Ciudad de Querétaro de
octubre del 2013 a julio del 2014.

Grupo etario de los pacientes sospechosos a tuberculosis que
remitieron muestras al IMSS de la Ciudad de Querétaro de
octubre del 2013 a julio del 2014.

Prevalencia de tuberculosis en los pacientes sospechosos a la
enfermedad que se examinaron en el IMSS de la Ciudad de
Querétaro entre los meses de octubre de 2013 a julio de 2014.
NUumero de casos positivos a tuberculosis por tipo de muestra,
obtenidos de pacientes sospechosos a la enfermedad entre los
meses de octubre 2013 a julio 2014 del IMSS de la Ciudad de
Querétaro.

Género de los pacientes positivos a tuberculosis presentados al
IMSS de la Ciudad de Querétaro durante los meses de octubre
2013 a julio 2014.

Pacientes positivos a tuberculosis presentados al IMSS de la

Ciudad de Querétaro durante los meses de octubre de 2013 a

viii

Péagina

50

50

51

52

52

53

53

54

55



10

11

julio de 2014 por grupo etario.

Origen de los casos positivos a tuberculosis presentados al IMSS
de la Ciudad de Querétaro durante los meses de octubre de 2013
a julio de 2014 por grupo etario.

Especies de Mycobacterium spp. provenientes de pacientes
sospechosos a tuberculosis presentados al IMSS de la Ciudad de

Querétaro durante los meses de octubre de 2013 a julio de 2014

55

63



I. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS/WHO) reporta que cada afio
se estima una ocurrencia cercana a 8 millones de casos nuevos de
tuberculosis (TB), de los cuales tres millones se convierten en defunciones
(WHO, 2008). Por consiguiente, la tuberculosis se posiciona como la segunda
causa de muerte debido a una enfermedad infecciosa a nivel mundial. Los
factores de riesgo que pueden predisponer a un individuo a contraer la
enfermedad ya han sido estudiados, dentro de los cuales estan el tabaquismo,
malnutricidon, diabetes mellitus y el uso de terapias inmunosupresivas; ademas,
el consumo de leche y productos lacteos no pasteurizados y el contacto directo
con animales infectados puede favorecer la infeccién zoonética. Sin embargo,
el principal factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad es la co-
infeccion con el virus de inmunodeficiencia (VIH), principalmente (de Kantor et
al., 2008). El control y la erradicacion de la tuberculosis en humanos, depende
en gran medida de la identificacion de todos los reservorios de la enfermedad.
Aunque hasta la fecha a Mycobacerium bovis se le ha atribuido un pequefo
porcentaje de los casos reportados de tuberculosis en humanos, el ganado
infectado es un reservorio importante para la diseminacion del microorganismo

al humano (Grange, 2001).

La prevalencia de la tuberculosis bovina en México se ha reportado
como menor de 0.5% en 66% del territorio nacional. Doce estados se
encuentran en fase de erradicacion, con una prevalencia menor al 2%, y 21
estados estan en fase de control, con una prevalencia mayor al 2% o
desconocida. En general, se ha estimado una prevalencia de tuberculosis en
ganado lechero en México del 16%. La normatividad actual no hace obligatoria
la pasteurizacion de la leche, por lo cual existe un gran riesgo de infeccion por
M. bovis en humanos a causa del consumo de productos lacteos no
pasteurizados. Estudios que se han realizado en México, reportaron
incidencias de 28% y 6.7% (Milian et al., 2013).



Los métodos de diagndstico precisos se hacen necesarios para obtener
ventaja en la batalla contra la tuberculosis. La biologia molecular es una
herramienta excelente para tipificar cepas de microorganismos causantes de
enfermedad, ademas de que son capaces de proporcionar datos en cuanto al
origen de la infeccion de los pacientes. Dicho esto, el presente estudio,
ademas de determinar la importancia de M. bovis como agente zoonatico,
explora la epidemiologia de la enfermedad basada en la biologia molecular de
M. tuberculosis y M. bovis mediante los SNP, con lo que se puede genaotipificar
la cepa involucrada en la infeccién de las personas y bovinos de manera

acertada.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 Situacion de la tuberculosis humana en México

Debido a la alarmante situacion de la tuberculosis humana, muchos de
los paises desarrollados instauraron programas de control para esta
enfermedad, lo cual supuso un descenso significativo en la incidencia de la
misma durante los ultimos 50 afios. La tuberculosis ha sido considerada como
una enfermedad de la pobreza, y tanto hacinamiento y como las carencias en
la dieta han contribuido a la morbilidad y a la difusién de la enfermedad en los
paises del tercer mundo, en los que nunca ha dejado de ser un problema
sanitario importante. Sin embargo hoy en dia, esta enfermedad, casi olvidada
en los paises industrializados, esta recobrando nuevamente la atencion a nivel
mundial. Las cifras oficiales demuestran que la incidencia de la tuberculosis
aumenta alrededor del mundo; se estima que 1,700 millones de personas (un
tercio de la poblacion mundial) estan infectadas con el bacilo tuberculoso; de
estos, 60 millones padecen tuberculosis de forma activa y cada afio aparecen
10 millones de nuevos casos (WHO, 2009). EI nimero de muertos por esta
infeccion se estima en 3 millones al afio en todo el mundo (Dawson 1990;
Bloom, 1992). La tuberculosis es responsable de mas del 6 % del total de
muertes en el mundo y se identifica como la enfermedad infecciosa que causa
un mayor numero de defunciones. La tuberculosis es primariamente un
problema de los paises en vias de desarrollo, en los que se registran mas del
95% de los casos actuales. Sin embargo, en los ultimos 5 afios, la tendencia
decreciente en las cifras de incidencia de los paises desarrollados ha sufrido
una inversion (WHO, 2009).

En los Estados Unidos de América (EE. UU.) se encontr6 un aumento

en el numero de pacientes tuberculosos debido principalmente al crecimiento



exponencial del Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)
(Sunderam et al., 1986; Bermejo et al., 1992). En Europa se ha observado un
fendmeno similar y el nUmero de casos activos ha aumentado en porcentajes
cifrados entre el 4% (Reino Unido) y el 33% (Suiza) (Kaufmann y Van Embden,
1993). La endemia global del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH/SIDA) ha tenido un gran impacto en la situacion actual de la tuberculosis
y se estima que a nivel mundial 4.4 millones de personas estan infectadas a la
vez con M. tuberculosis y VIH. Ademas, y debido a los problemas que la
guimioterapia conlleva en estos pacientes, han aparecido cepas
multirresistentes de M. tuberculosis que han sido la causa de infecciones
nosocomiales en hospitales e instituciones (Bloom, 1992).

En los paises industrializados, especialmente en el continente Europeo,
la emigracién ha jugado también un papel muy importante en la difusiéon de
esta enfermedad. Aunque la tuberculosis en el hombre esta principalmente
producida por M. tuberculosis, otras especies como M. bovis y M. africanum,
pueden provocar procesos patolégicos idénticos que constituyen un importante

problema de salud publica (Dawson, 1990).

Se estima que un tercio de la poblacion mundial se encuentra infectada
por tuberculosis; de éstos, 1 de cada 10 desarrollar4 la forma activa y
contagiosa en algin momento de sus vidas y aquellos con tuberculosis activa
infectaran a un promedio de 10 a 15 personas por afio si no son tratados
oportunamente (WHO, 2009). A la fecha, no existe un solo pais que haya
logrado erradicar por completo la tuberculosis, lo cual se debe a varios factores
gue impactan directamente en la incidencia de la enfermedad, como las
enfermedades inmunodepresoras, diabetes, la explosion demografica, la

pobreza y los movimientos migratorios, entre otros (Milian et al., 2013).

La tasa de incidencia se mantuvo casi estable desde 1990 hasta el

2001, cuando comenzO a decaer lentamente. No obstante, a pesar del

4



incremento de la poblacién, el nimero de casos nuevos per capita ha
disminuido, a menos de 1% por afio. De los 8.7 millones de casos nuevos en el
2011, la mayoria ocurrieron en Asia (59%) y Africa (26%), una proporcion
menor en el Mediterraneo (7.7%), Europa (4.3%) y las Américas (3%). Los
cinco paises con el mayor niumero de casos nuevos en ese afo fueron la India
(2.0-2.5 millones), China (0.9-1.1 millones), Sudafrica (0.4-0.6 millones,
Indonesia (0.4-0.5 millones) y Pakistan (0.3-0.5 millones). En cuanto a la
prevalencia, la tasa se ha reducido en un 36% a nivel mundial desde 1990. La
tasa de mortalidad (sin incluir muertes entre las personas VIH positivas) ha
disminuido en un 41% desde 1990. En 2011, fue 14 muertes por cada 100,000
habitantes (WHO, 2009).

Segun reportes de la OMS especificos para México, la incidencia
estimada en 2014 fue de 26,000 casos de TB por afio, lo que incluye todas las
formas de la enfermedad, esto es 23 casos nuevos por cada 100,000
habitantes. En el caso de la prevalencia, ésta fue estimada en 32,000 casos,
equivalente a 28 por cada 100,000 habitantes. La mortalidad fue de 2,000
muertes por afio, equivalente a 1.7 por cada 100,000 habitantes (sin incluir

muertes entre las personas VIH positivas) (OMS, 2013).

De acuerdo con informacion del Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (SINAVE), en México se ha presentado una disminucion en la
incidencia de la tuberculosis, aunque continda presente con mas de 18,000
casos nuevos y cerca de 2,000 muertes por afo, donde la edad promedio de

muerte es de 54 afios (Milian et al., 2013).
2.1.2 Situacion de la tuberculosis bovina en México
La tuberculosis bovina no sélo tiene importancia por sus implicaciones

zoonodticas sino también porque origina enormes pérdidas econémicas debidas

a los decomisos en las canales, pérdidas en la produccion lactea, y el



impedimento en la comercializacion del ganado. Cuando no se establecen las
medidas de control adecuadas para esta enfermedad, los efectos en la
economia y en la salud humana progresan lenta y constantemente (de Kantor
y Ritacco, 1994).

En paises con gran tradicibn ganadera como Argentina, las pérdidas en
la produccién de leche en vacas tuberculosas respecto a vacas sanas se han
cifrado en un 18%; estas pérdidas son debidas principalmente a un retraso en
la primera lactacion y a una disminucién del nimero y duracion de sucesivas
lactaciones. Un problema afiadido es el cierre de los mercados de exportacion
a aquellos paises que no estén libres de la enfermedad (Nader y Husberg,
1988).

Varios paises, aun con el uso de las técnicas diagndsticas mas
modernas, no han erradicado la enfermedad debido a la participacion de la
fauna silvestre que actia como reservorio de M. bovis. Como ejemplos de esta
situacion se puede citar a Nueva Zelanda, cuyo reservorio es la zarigleya
(Trichosus vulpecula) o Gran Bretafia, cuyo reservorio es el tejon (Meles
nieles). Ademas, en diversos paises, otros animales como cerdos, jabalies,
ciervos, bisontes, bufalos, etc., se han mostrado como posibles reservorios de
la tuberculosis. La situacién actual en la Comunidad Europea segun datos de
1991 es la siguiente: la enfermedad ha sido erradicada en Dinamarca,
Luxemburgo y Holanda; Bélgica, Alemania, Francia, Gran Bretafia, Grecia y
Portugal tienen indices de prevalencia en rebafios menores al 0.4 %, e ltalia,
Irlanda y Espafia muestran aun indices elevados de incidencia en rebafios
(Caffrey, 1994). En el caso de Canada la erradicacion total se espera para
dentro de pocos afios (8 de sus 10 provincias estan hoy en dia libres de la
enfermedad). En una situacion similar se encuentran los EE. UU. aunque
cuentan con dos graves problemas: las importaciones de ganado mexicano y
la existencia de nucleos de tuberculosis en cérvidos en cautiverio y salvajes

(Essey y Koller, 1994). En los paises de América Latina y del Caribe las cifras



de incidencia en rebafios oscilan entre el 37% de Argentina y el 0.04%, de
Panama. En esta area el censo de ganado se estima en 300 millones de
cabezas, de los cuales 80 millones estan en paises con baja o nula incidencia,
y los restantes 220 millones se encuentran en paises con alta incidencia de

infecciones por M. bovis (de Kantor y Ritacco, 1994).

Australia fue considerada como libre de tuberculosis bovina en 1992,
aunque durante 1993 y 1995 se dieron pequefios focos de la enfermedad en
lugares concretos que estan bajo un control estricto. En Nueva Zelanda existen
aun zonas endémicas en las que la enfermedad persiste en reservorios

salvajes (Tweddle y Livingstone, 1994).

Se estima que aproximadamente el 54.5% del ganado sacrificado
debido a TB bovina son bovinos lecheros. En Gran Bretafia, en abril de 2013,
2,728 bovinos fueron sacrificados como resultado de la enfermedad, lo que
disminuyd la poblacion en un 8.2%. La TB bovina en Chile tiene diferentes
zonas de prevalencia segun la region geografica, la zona norte con 16.5%, la
zona centro-norte con 56.3%, la zona centro-sur con 0.30%, y la zona sur con
0.46% (Proyecto de Control y Erradicaciéon de Tuberculosis bovina en Chile,
2010). En el caso de Perq, se ha reportado una prevalencia de 37% y 18% en
la zona de Lima y a nivel nacional, respectivamente. En Republica
Dominicana, estudios de prevalencia realizados por la Direccibn General de
Ganaderia (DIGEGA) en 1992, se sefialé que un 1.14% de los bovinos y un
9.63% de las fincas ganaderas estaban infectados (de Kantor y Ritacco, 1994).

En Meéxico, actualmente, el 66% del territorio nacional tiene una
prevalencia menor a 0.5% y se tienen 25 regiones o estados considerados
como de baja prevalencia (SENASICA, 2013). El Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos de América (USDA) ha reconocido 25 regiones de baja
prevalencia de tuberculosis bovina, de las cuales 13 regiones pueden exportar

con una sola prueba de tuberculina de lote, 11 regiones con prueba de lote y



prueba de hato de origen y una region no requiere pruebas de tuberculina para
exportar ganado castrado a los Estados Unidos (SENASICA, 2013).

2.2 AGENTE ETIOLOGICO

2.2.1 Caracteristicas generales del género Mycobacterium

El género Mycobacterium pertenece al filo Actinobacteria, clase
Actinobacteria, orden Actinomycetales, y se le ha otorgado su propia familia, la
Mycobacteriaceae (Bergey's Manual of Sistematic Bacteriology, 2005). De
acuerdo a Euzeby, 1997, el género incluye 153 especies publicadas con
validez y 11 subespecies. El género comprende especies responsables por un
gran numero de enfermedades de gravedad en humanos y animales a nivel
mundial, como lo es la tuberculosis (Complejo Mycobacterium tuberculosis) y
lepra (Mycobacterium leprae). Las primeras descripciones de micobacterias
datan del siglo IX cuando Gerhard Henrik Armauer Hansen describio el agente
causal de la lepra Bacillus leprae (Hansen, 1874), y Robert Koch describi6 al
bacilo tuberculoso Bacterium tuberculosis (Koch, 1882).

Las caracteristicas que comparten las especies del género
Mycobacterium son: bacilos acido-alcohol resistentes, forma tubular delgada,
inmovilidad, aerobios y su incapacidad de esporulacion. Otros estandares
minimos para clasificar una cepa dentro del género Mycobacterium incluye el
contenido de las bases nitrogenadas guanina y citocina (G+C) en el ADN en
un rango de 61-71%, y la sintesis de acidos micdlicos de cadena larga que
contienen entre 60 y 90 atomos de carbono, los cuales estan anclados a los
ésteres metilicos de acidos grasos C22 a C26 por medio de pirolisis (Lévy-
Frébault y Portaels, 1992). Ahora se sabe que las micobacterias patdgenas
tienen una estructura “capsular” que las protege de la actividad microbicida de

los macréfagos y ademas contribuye a la barrera de permeabilidad de la



envoltura celular de la micobacteria (Daffé y Draper, 1998; Rastogi et al.,
2001).

Una caracteristica de este género es que posee una pared celular muy

gruesa (Draper, 1982), con una estructura de 3 capas que comprende:

1. Una capa basal de peptidoglicano (compuesto por N-acetil-glucosamina y el
Acido N-acetilmuramico).

2. Una capa intermedia  compuesta  de complejos acido
micolicoarabinogalactanos (mantienen estable la unién de la mureina interna
con la envoltura externa de acidos micadlicos).

3. Una capa externa rica en depésitos lipidicos (micésidos, factor corddn (6,6-
O dimicoltrealosa), sulfolipidos, etc.) (Imaeda et al., 1968).

Rastogui y colaboradores, en 1986, describieron otra capa adicional
compuesta por polisacaridos acidicos. Minnikin en 1991 propuso un modelo
estructural para la fraccion lipidica de la pared micobacteriana. Este autor
propone la existencia de una matriz de &cidos micdélicos (unida a los
arabinogalactanos) a la cual se asocian covalentemente toda una variedad de
complejos lipidicos libres (tioceroles o ceras no polares, glicolipidos fendlicos,
glicopéptidolipidos y los lipooligosacaridos muy polares). La matriz de acidos
micélicos se estructura a su vez en 4 subcapas: la barrera estructural de
permeabilidad, la region de uniones paralelas, la regiébn de interaccion

hidrofébica y la region hidrofilica exterior.

El peso seco de la pared contiene mas de un 60% de lipidos (Kotani et
al.,1959), esta fraccion lipidica es la responsable de la propiedad de éacido-
alcohol resistencia de las micobacterias (Harada, 1976). Esta consiste en la
capacidad del material lipidico para formar complejos estables con ciertos
colorantes solubles en lipidos, los cuales no se decoloran mediante el

tratamiento con mezclas de alcoholes y acidos o con acidos minerales. Esta



propiedad se demuestra mediante las tinciones de Ziehl-Neelsen (Carleton,

1967) o mediante tincion con auramina O (Winblad y Duchek, 1973).

Las micobacterias difieren de otros actinomicetos poseedores de acidos
micolicos (acidos grasos de elevado peso molecular que poseen un hidroxilo
en posicion beta y una ramificacion en posicion alfa) en la complejidad de los
tipos de &cidos micolicos presentes; las micobacterias son los Unicos
microorganismos capaces de sintetizar acidos micolicos de 60 a 90 atomos de
carbono, contienen soOlo una o dos insaturaciones y diferentes funciones
oxigenadas en su molécula. Esto permite que el andlisis de estos lipidos
mediante técnicas cromatograficas (cromatografia encapa fina, cromatografia
de gases, etc.) sea Util en la identificacion de multiples especies
micobacterianas; se ha comprobado también que la longitud de las cadenas de
acidos micdlicos estad intimamente relacionada con la capacidad de &acido-

alcohol resistencia (Jenkins, 1981).

Existen varias clasificaciones para las especies del género; en un
principio se utilizd la diferencia en el tiempo de reproduccién de las
micobacterias para dividirlas en las de crecimiento lento y de crecimiento
rapido. Las de crecimiento rapido claramente forman colonias visibles dentro
de dos a siete dias, mientras que las de crecimiento lento tienen un tiempo
promedio de division de 12-24 horas, asi que requieren alrededor de 15 a 24
dias para su formacion. Las de rapido crecimiento usualmente son raramente
patégenas, incluso las sapréfitas. Las de lento crecimiento son generalmente
patégenas para animales y humanos y han sido subdivididas en tres grupos de
acuerdo a la produccibn de pigmentos carotenoides Vvisibles: las
fotocromogenas producen colonias coloreadas de amarillo después de
exponerlas a la luz (grupo 1), las escotocromégenas producen colonias de un
color amarillo oscuro o anaranjado (grupo Il) y las no-cromégenas no tienen
pigmento (grupo lll). Por motivos practicos, el género también puede ser

dividido en tres grupos basandose en sus caracteristicas clinicas: el complejo
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M. tuberculosis (MTBC), las no cultivables y las micobacterias aparte de
tuberculosis (MOTT), también llamadas atipicas o no tuberculosas (NTM)

(Timpe y Runyon, 1954).

Los avances en el desarrollo de las técnicas moleculares ahora
permiten distinguir las especies del género Mycobacterium mediante técnicas
sensibles y rapidas basadas en la amplificacién de la subnidad 16S del ARN
ribosomal (ARNr 16S) (Boddinghaus et al., 1990; Rogal et al., 1990). El ARNr
es un constituyente esencial de los ribosomas bacterianos que contiene
fragmentos de secuencias altamente conservadas y otros con alguna
variabilidad, lo cual es caracteristico para casi todos los organismos (Woese et
al., 1987). El ARNr 16s tiene una longitud aproximada de 1,500 nucleétidos y
es un componente de la subunidad mas pequefia (30s) del ribosoma
procaridtico 70s. Las pequefias, pero conservadas, diferencias en las
secuencias de la molécula del ARNr permiten el disefio de oligonucledétidos
especificos para diferencias al género, grupo 6 especie (Tortoli, 2003).
Generalmente, las micobacterias de lento crecimiento guardan una copia del
ARNr 16s, excepto de M. terrae (Ninet et al., 1996) y M. celatum (Reischl et al.,
1998), mientras que las micobacterias de rapido crecimiento usualmente
guardan dos fragmentos de ARNr 16s, excepto M. chelonae y M. abscessus
(Tortoli et al., 2003). El analisis de esta molécula ha sido la herramienta mas
ampliamente utilizada para los estudios taxonémicos del género (Tortoli, 2006;
Biet et al., 2005; Tortoli, 2011).

El género Mycobacterium exhibe un potencial zoonético considerable,
gue engloba muchos patdégenos tanto en humanos como en animales, algunos
responsables por enfermedades conocidas desde tiempos antiguos. Mas aun,
dos miembros del complejo Mycobacterium avium (MAC), M. avium
subespecie paratuberculosis y M. avium subespecie hominissuis, son
considerados agentes zoonéticos importantes debido a su posible participacion

en la enfermedad de Crohn (M. a. paratuberculosis) y como patdgeno
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oportunista en pacientes con VIH (M. a. hominissuis) (Inderlied et al., 1993).
Otros agentes zoondticos importantes son M. marinum, M. fortuitum y M.
chelonae, los cuales causan micobacteriosis en los peces y humanos; en
humanos esta enfermedad meramente ocupacional también es conocida como
“granuloma de pecera’ o “enfermedad del manejador de peces” (Decostere et
al., 2004). El grupo de micobacterias atipicas comprende especies de lento
crecimiento, como M. abscessus, M. goodii, M. wolinskyi y M. inmunogenum,
asi como especies de rapido crecimiento como por ejemplo M. genavense, M.
celatum, M. bohemicum y M. interjectum. Las MOTT son patégenos
oportunistas que han cobrado importancia durante las uUltimas tres décadas
debido al incremento de SIDA ya que a menudo ocasionan enfermedad en
pacientes inmunocomprometidos. Una amplia gama de patologias pueden ser
causadas por las MOTT, como linfadenitis cervical, infecciones pos-
traumaticas y pos-quirdrgicas, enfermedad pulmonar crénica, infecciones
cutaneas o pneumonitis por hipersensibilidad (Tortoli, 2009). Finalmente, de
igual o mayor importancia zoonotica, existe M. bovis, del MTBC, micobacteria
capaz de causar tuberculosis en bovinos y humanos, ya sea de presentacion
pulmonar o extrapulmonar, esta Ultima es la de mayor incidencia debido a la
ingestion de productos lacteos no pasteurizados por parte del humano (de la
Rua-Domenech, 2006).

2.2.2. El complejo Mycobacterium tuberculosis

Las especies de micobacterias que producen tuberculosis en humanos
y animales se encuentran agrupadas en el complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC). Este grupo de bacterias se caracteriza por tener un
99.9% de similitud a nivel de su genoma (Boddinghaus et al., 1990; Sreevatsan
et al., 1997; Huard et al., 2006). EI complejo tiene una estructura poblacional
altamente clonable con poca a nula evidencia de recombinacion (intercambio
de ADN cromosomico) entre cepas (Supply et al., 2003; Smith et al., 2006;
Hershberg et al., 2009).
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A la fecha, el MTBC incluye las siguientes especies: M. tuberculosis
(Koch, 1882), M. bovis (Karlson y Lessel, 1970), M. bovis BCG (Bacillus
Calmette y Guérin, 1921), M. africanum (Castets et al., 1968; Castets et al.,
1969), M. microti (Wells and Oxon, 1937; Reed, 1957), M. canetti (van
Soolingen et al.,, 1997), M. pinnipedii (Cousins et al., 2003), y M. caprae
(Aranaz et al., 2003); ademas han sido nombrados los bacilos Oryx (Lomme et
al., 1976) y Dassie (Wagner et al., 1958). La division en varias especies tiene
un proposito epidemiolégico debido a que se basa principalmente en la
preferencia de huésped; se ha sugerido que el complejo M. tuberculosis
representa una serie de grupos con adaptacion de huésped consistente con el
concepto de ecotipo de Cohan (Cohan, 2002; Smith et al., 2006).

El bacilo tuberculoso fue descubierto por Koch en 1882 y designado en
1896, con el nombre de Mycobacterium tuberculosis por Lehmann y Neuman.
Durante muchos afios M. tuberculosis incluy6 a los tipos humano y bovino del
bacilo. M. tuberculosis causa infeccion en el hombre, aunque también ha sido
descrito en perros y gatos (Aranaz et al., 1996) y en otros animales en
contacto con humanos infectados. El “bacilo bovino” fue aislado por primera
vez por Smith en 1896 e introdujo la nomenclatura de M. tuberculosis tipo
humano y bovino, el tipo bovino fue denominado M. tuberculosis typus bovinus
por Lehmann y Neumann en 1907, aunque no fue oficialmente reconocido y
publicado hasta 1970 (Karlson yLessel, 1970). M. bovis BCG es una variante
atenuada de laboratorio de M. bovis producida por Calmette y Guérin en 1908.
M. africanum fue descrito como una nueva especie por Castets y
colaboradores, en 1969, y tiene importancia como productor de la tuberculosis
en el continente africano, causa infecciones principalmente en el hombre y en
los primates (Thorel, 1980). M. microti o “role bacillus” fue descrito por primera
vez por Wells y Oxen enl937 y denominado como tal por Breed vy
colaboradores, en 1957. Esta especie afecta principalmente a pequefios
roedores (Wells y Robb-Smith, 1946; Smith, 1960; Cousins et al., 1994) y
aunque se han reportado infecciones en el gato, cerdos (Huitema y Jaartsveld,
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1967) y llamas (Pattyn et al., 1970), no es considerado patdogeno para el

hombre.

Aunque estas especies pueden ser diferenciadas entre si por un
limitado nuamero de pruebas fenotipicas y por sus caracteristicas
epidemiologicas, estudios taxondmicos basados en la relacidon entre antigenos
solubles citopldsmicos y en la homologia entre genomas, indican claramente
gue los integrantes de este complejo son realmente miembros de una Unica
especie. Por ejemplo, estudios de homologia ADN-ADN han revelado que no
existen diferencias significativas entre ellas, sus porcentajes de homologia son
entre el 85 y el 100 % (Bradley, 1972;Baess, 1982; Imaeda, 1985). Por ello
existe un considerable debate en torno a esta clasificacion y algunos autores
creen mas apropiado clasificarlos como variedades o subespecies de M.
tuberculosis (Grange, 1979; Collins y Yates, 1982; Imaeda, 1985). Rogall y
colaboradores, en 1990, después de secuenciar la subunidad 16S de ARN
observaron que no existen diferencias en las secuencias de las distintas cepas
del complejo. En un estudio se encontré tras la secuenciacion de los
espaciadores internos transcritos (ITS) entre las secuencias ribosomales 16S y
23S, que no existian diferencias entre las especies pertenecientes al complejo
(Frothingham et al., 1994).

Son microorganismos de crecimiento lento, con una temperatura 6ptima
de unos 37°C, no pigmentados, y aerébicos o microaerofilicos (segun la
especie). Como el resto de las micobacterias, son microorganismos acido-
alcohol resistentes, lo cual es aprovechado para la descontaminacién de las
muestras antes de su siembra. Debido a su lenta velocidad de crecimiento, las
micobacterias serian ‘ahogadas’ por el crecimiento de otros microorganismos
si las muestras no fueran tratadas para destruir a las bacterias y hongos
acompafantes que pueden estar presentes en las muestras que se reciben

para cultivo (Jenkins, 1981).
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2.2.2.1. Caracteristicas de crecimiento

Las micobacterias del complejo MTBC necesitan entre 3 y 5 semanas
para conseguir su aislamiento, aunque en algunos casos puede llegar a 4
meses. Se ha comprobado que especies bacterianas con una velocidad de
crecimiento mucho mas rapida que la de las micobacterias poseen en su
genoma multiples copias de los genes para el ARNr (ARN ribosémico).
Bercobier y colaboradores, en 1986, determinaron que las especies de
micobacterias de crecimiento rapido poseian 2 copias de estos genes mientras
gue las especies de crecimiento lento sélo tienen una copia del gen. Para
estos autores el bajo numero de copias en los genes para el ARNr podria ser

la causa de la lenta velocidad de crecimiento (Jenkins, 1981).

Estos microorganismos tienen requerimientos nutritivos complejos y por
ello necesitan para su cultivo medios enriquecidos, se han descrito varios
medios de cultivo sélidos para las micobacterias del grupo tuberculoso, todos
ellos con formulaciones complejas de nutrientes. Entre ellos se incluyen los
medios a base de huevo como Lowenstein-Jensen (Jensen, 1932), Coletsos
(Coletsos, 1971), y Stonebrink (Stonebrink, 1958), y los medios a base de
agar; dentro de estos ultimos estan aquellos enriquecidos con albumina sérica
bovina como Middelbrook 7H10 (Dubos y Middelbrook, 1947), Middelbrook
7H11 (Gallagher y Horwill, 1977), y aquellos enriguecidos con sangre bovina
como B83 (Cousins et al., 1989). Parece ser que la albumina es un
componente esencial para el metabolismo de los lipidos en las micobacterias
(Davis y Dubos, 1946, 1947), asi mismo el didéxido de carbono tiene un efecto
estimulante en el crecimiento de estos microorganismos (Horwitz y Gultiz,
1974).
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La micobacteria M. bovis crece pobremente en medios glicerinados
(Karlson, 1940) y su crecimiento se inhibe con concentraciones de glicerol
superiores al 0.5% (Runyon,1970). Sin embargo, se ha comprobado que
concentraciones de piruvato sodico entre el 0.2% y el 0.4% favorecen su
crecimiento, al igual que el de M. africanum (Cohn et al.,1968). M. tuberculosis
y M. microti, sin embargo crecen mejor en medios suplementados con glicerol.
Estas caracteristicas tienden a cumplirse, aunque existen cepas que no
muestran preferencia por el sustrato (glicerol o piruvato).En cuanto a las
caracteristicas del crecimiento en medios sélidos, M. bovis presenta un
crecimiento disgonico en forma de colonias planas de hasta 3 mm de didametro,
de coloracion y aspecto ceroso y con apariencia rugosa de superficie; M.
tuberculosis presenta un crecimiento eugonico con colonias piramidales de

gran exuberancia (Royal Commission, 1911).

La morfologia de las colonias de M. africanum y M. microti es muy
variable entre cepas, estas caracteristicas no son constantes y diferenciar
entre especies por ellas es, en la mayoria de las veces, inviable. También se
utilizan medios liquidos para el cultivo de estos microorganismos como el
Kirchner (Mitchison et al., 1973), y se ha comprobado que el crecimiento se
favorece con la agitacién de los cultivos (Bowles y Segal, 1965). Ademas la
adicion de surfactantes como el Tween 80 (mono-oleato de polioxietilen
sorbital) o como el Triton X (fenoxi polietoxietanol) a los medios liquidos,
mejora la velocidad decrecimiento ya que previene la agregacion de las células
(Mallmann y Lippe, 1961). El sistema liquido de cultivo BACTEC, que utiliza un
sustrato (acido palmitico)marcado radioactivamente con 14C (Park et al.,
1984), se ha utilizado con éxito para el cultivo de M. tuberculosis a partir de
muestras humanas y para el cultivo de M. bovis (Neill et al., 1986), M.
paratuberculosis (Damato y Collins, 1990) y M. avium (Weber y Naumann,
1992), a partir de tejidos animales. Este método de cultivo se basa en la

medida de la conversién del sustrato marcado en CO, marcado, el cuales
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extraido del vial registrandose su actividad como un indice de crecimiento en

una escala numérica.

Se han descrito procedimientos para la diferenciacion entre M.
tuberculosis y M. bovis basados en pruebas de inhibicion selectiva del
crecimiento con el uso de métodos radiométricos, los cuales requieren un
equipo muy costoso y el manejo de radioisétopos, por lo que su uso esta
limitado (Gross y Hawkins, 1985).

Ademas de esto, se han descrito varias caracteristicas moleculares de
gran utilidad en la diferenciacién de especies y estudios filogenéticos. Estos
analisis se pueden realizar con facilidad y en menor tiempo que las pruebas
bioquimicas; ademas son de tipo “binario”, refiriéndose a que proporcionan
respuestas de tipo “si” 0 “no”. En 1991, un fragmento del genoma, designado
como mtp40, fue denominado especifico de especie para M. tuberculosis (del
Portillo et al., 1991; Parra et al., 1991), aunque algunos aislados clinicos de M.
tuberculosis se encontraron con ausencia de este fragmento (Liebana et al.,
1996).

2.2.2.2. Caracteristicas del genoma

Las micobacterias incluidas en el complejo M. tuberculosis presentan un
contenido G+C del 65% (Bradley, 1972) y su genoma tiene un tamafio de 2.5 a
2.8x10° daltones (Bradley, 1973). Como se menciond anteriormente, entre
todas ellas existe un alto porcentaje de homologia en los genomas (Imaeda,
1985). Las secuencias de los genes que codifican para el ARNr estan
altamente conservadas entre los procariotas y han sido utilizadas para
establecer relaciones filogenéticas entre numerosas especies bacterianas
(Woese et al., 1983).
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2.3 PATOGENIA

Patogénesis es el proceso o0 mecanismo de enfermedad. En la
tuberculosis, este proceso incluye varios elementos que a través de los afios

se han estudiado como entidades por separado.

2.3.1 Tuberculosis humana

Como ya se menciond, la tuberculosis en el humano es ocasionada
principalmente por M. tuberculosis, aunque M. bovis también tiene un papel
importante. Debido a que es un patdgeno obligado, la persistencia de M. bovis
o M. tuberculosis dentro de la poblacién humana depende de su habilidad para
llevar a cabo ciclos de infeccion exitosos, dar lugar a la presentacion de la
enfermedad (en algunos casos de manera subclinica, seguida de su

reactivacion), y lograr su transmision (Warner et al., 2014).

El proceso de infeccion inicia cuando la bacteria ingresa a los alveolos
del pulmén mediante micro-gotas y es ingerida por los macrofagos alveolares.
Esto es seguido por un proceso que es importante para la bacteria ya que
aparte de sobrevivir, debe llegar al intersticio del pulmoén para continuar con el
desarrollo de la infeccidon. Una vez en el intersticio, los bacilos son capturados
por los monocitos que salen de los capilares o por las células dendriticas que
llegan de la superficie o de capilares linfaticos. En la siguiente etapa la bacteria
necesita replicarse y llevar a cabo la infeccion inicial hacia un estado de
enfermedad activa. Asi, el bacilo dirige los mecanismos esenciales para su
transmision y dar lugar a la necrosis. Un bacilo dentro de un macrofago en un
granuloma no puede infectar otro organismo, debe de encontrarse en el

espacio extracelular en una cavidad necrética para lograr esto (Orme, 2014).
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La expansion de la micobacteria a otras partes del organismo desde el
sitio primario de infeccidon (principalmente el apex del pulmén y los ganglios
linfaticos regionales) ocurre por medio del sistema linfatico y sanguineo. La
tuberculosis extrapulmonar de la pleura, huesos, sistema genitourinario,
peritoneo, meninges o piel ocurre en aproximadamente 15% de los pacientes
afectados (Dube et al., 2012).

El contagio se produce habitualmente por via aerégena a partir de
pacientes baciliferos con lesiones pulmonares “abiertas”, es decir, conectadas
con el exterior por un bronquio de drenaje; al toser se generan aerosoles de
pequefias particulas liquidas, en cuyo interior se encierran uno o dos bacilos,
cuando se evapora queda tan solo el nucleo de bacilos que permanecen
suspendidos en el medio ambiente y se desplaza con las corrientes de aire y
de esta manera puede ser aspirado por otras personas. Las particulas de
tamafio superior a 10 um quedan retenidas en la barrera mucosa de las vias
respiratorias superiores y son eliminadas por el sistema defensivo mucociliar,
pero las de menor tamafo (entre 1 y 5 um) tienen la capacidad de llegar hasta

los alvéolos y desencadenan la primoinfeccién (Orme, 2014).

En la mayoria de las ocasiones, los escasos bacilos que llegan hasta
los alvéolos son fagocitados y destruidos por los macrofagos. Sélo un pequefio
porcentaje de las personas infectadas (aproximadamente, el 10%) llegara a
desarrollar la enfermedad; la mitad de ellos, a los pocos meses de la infeccion,
mientras que el otro 5% necesitard de un largo intervalo (a veces, de varias
décadas) para que se produzca la reactivacion endogena de lesiones
aparentemente curadas que albergan en su interior micobacterias en
condiciones metabdlicas adversas pero potencialmente viables (Dube et al.,
2012).

La aspiracion de M. tuberculosis hasta los alvéolos desencadena una

serie de respuestas tisulares e inmunoldgicas conocidas como primoinfeccion
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tuberculosa. En primer lugar, se produce un foco de alveolitis exudativa; los
macrofagos eliminan un determinado niumero de micobacterias y si la invasion
no ha sido masiva, muchas veces no se pasa esta fase local. Cuando la
infeccion se propaga por las vias linfaticas intrapulmonares hasta los ganglios
regionales paratragueales o mediastinicos da lugar al llamado complejo bipolar
(foco pulmonar y adenopatias). En esta fase es habitual que se produzcan
pequefias diseminaciones bacilares por via hematdégena a los segmentos
apicales pulmonares, rifiones, higado y huesos, que por lo general suelen
controlarse localmente y que no tienen trascendencia clinica alguna (Dube et
al., 2012).

En las 2-10 semanas posteriores a la infeccion se pone en marcha una
respuesta inmunoldgica celular desencadenada por los antigenos de la
membrana y del citoplasma de las micobacterias. Los macrofagos reconocen y
procesan dichos antigenos y los muestran a los linfocitos T para que estimulen
mediante liberacién de citosinas, la transformaciéon de un gran numero de
macréfagos en células que estan altamente especializadas en la lucha contra
las micobacterias (células epiteliales y gigantes de Langhans) (Warner et al.,
2014; Orme, 2014; Dube et al., 2012)

Los linfocitos activadores de los macréfagos, las células epiteliales y las
gigantes, se sitlan concéntricamente para rodear e intentar destruir a los
bacilos intrusos, lo que origina el caracteristico granuloma tuberculoso que al
cabo de un tiempo se reblandece en su centro y deja un nucleo de necrosis
caseosa. En muchos casos, este sistema defensivo controla totalmente la
infeccion y una vez cumplido su cometido se reabsorbe y solo queda una
pequeia cicatriz fibrosa que, para mayor seguridad, acostumbra a calcificarse.
En estas circunstancias es posible que la primoinfeccion haya sido
asintomatica y que incluso no deje secuelas detectables en la radiografia de
térax; lo que si queda es la memoria inmunolégica que se pondra de
manifiesto con la prueba de la tuberculina y permitira diferenciar los individuos

infectados de los no infectados. Asi pues, segun el balance inicial entre el
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sistema inmunitario del huésped y las micobacterias tuberculosas, se
distinguen tres situaciones diferentes: exposicion sin infeccion, infeccion sin
enfermedad y enfermedad activa (Warner et al., 2014; Orme, 2014; Dube et
al., 2012)

La tuberculosis posprimaria, también denominada secundaria o
tuberculosis de tipo adulto, es la forma clinico-radiografica mas frecuente,
aunque en general el individuo no tiene constancia de la primoinfeccion previa

por haber sido ésta asintomatica o poco aparente (Dube et al., 2012).

En algunos casos, sobre todo en los paises con alta prevalencia de
tuberculosis, la tuberculosis posprimaria se debe a una reinfeccion exdgena
pese al relativo grado de inmunidad del sujeto infectado. No obstante, lo mas
comun es la reinfeccion enddgena por micobacterias latentes capaces de
resistir ocultas en el interior de algunas células, o en pequefios focos caseosos
en condiciones metabdlicas adversas en un continuo equilibrio con las
defensas organicas, que se rompe tras muchos afios por alteraciones,
transitorias o persistentes, de la inmunidad (Warner et al., 2014; Orme, 2014;
Dube et al., 2012).

2.3.2 Tuberculosis bovina

La tuberculosis ocurre en una amplia variedad de especies de
mamiferos, una gran parte del conocimiento adquirido sobre la patogenia de la
enfermedad ha sido desarrollado en relacién al padecimiento en humanos,
mas que de los animales domeésticos. Aun asi, el reconocimiento de lesiones
tuberculosas macro- y microscopicas en ganado ha ayudado a entender el
proceso de la enfermedad y a erradicar la infeccion de hatos y paises. La base
del conocimiento acerca de la patologia de la enfermedad fue establecida

durante las campafas de erradicacion llevadas a cabo durante la primera
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mitad del siglo XX en varios paises Europeos, Norte América, y Australia. La
erradicacion se inicié por el riesgo zoondtico que tiene M. bovis y el gran
impacto econdmico que tiene la enfermedad en la agricultura y el comercio
(Domingo et al., 2014).

En la actualidad incluso se pueden utilizar modelos de animales
(ratones) de laboratorio a los cuales se les inactivan genes especificos para
expresar 0 no una caracteristica en particular e investigar por ejemplo, como
se comporta la infeccién de tuberculosis en los bovinos, de esta manera la
enfermedad se puede clasificar en ciertas fases de desarrollo y grado de
severidad (Cassidy, 2006).

La tuberculosis bovina se manifiesta como un proceso granulomatoso,
caseoso-necrosante e inflamatorio crénico que afecta primordialmente a los
pulmones y los ganglios linfaticos asociados a éste, pero también puede
afectar otros dérganos segun la via de entrada de la infeccion. Esta puede
permanecer de manera subclinica durante meses o afios hasta que la invasion
micobacteriana es tan severa que ocasione interrupcion en el funcionamiento
del organismo. Las lesiones pueden permanecer localizadas o generalizarse a
otros tejidos y 6rganos (Domingo et al., 2014). Las diferentes fases en el
desarrollo de la infeccion dan Ilugar a lesiones de distintos tipos
morfopatoldgicos y en la actualidad la mayoria de los animales infectados en
los paises con campafias vigentes de erradicacién se descubren en las etapas
iniciales de la infeccién. De cualquier manera, los cambios patolégicos se dan
de acuerdo a la interaccion de los mecanismos de defensa del huésped con
los factores de virulencia de las micobacterias, lo cual conlleva un delicado
equilibrio entre la respuesta inmunologica y los procesos inflamatorios dafiinos
(Domingo et al., 2014).

De manera predominante, la distribucion de las lesiones tuberculosas se

da en el tracto respiratorio y los ganglios linfaticos asociados a éste, lo cual ha
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llevado a varios autores a confirmar que la infeccion ocurre con la inhalacion
de la micobacteria (Francis, 1947). Collins y Grange, en 1983, llevaron a cabo
estudios donde se realiz6 la infeccion experimental de becerros y proponen
gue la dosis minima requerida para que la infeccion se establezca en el tracto
respiratorio es hasta 1000 veces menor que para la via oral. Existen otros
estudios donde se confirma al tracto respiratorio como el sitio primario de
infeccion por medio de la inoculacion directa o contacto directo y las lesiones
resultantes confinadas a esta area (Neil et al., 1988, 1989; Buddle et al., 1994;
Cassidy et al., 1998; Villareal-Ramos et al., 2003).

En el ganado infectado de manera natural las lesiones tuberculosas
frecuentemente se encuentran en la region dorso-caudal, o 4pex, de los
pulmones, muy cercanas a la superficie pleural. Se sugiere que factores tales
como el tamafio de las microgotas infecciosas inhaladas y la orientacion
topogréfica del pulmén dentro del cuerpo determinan la dinamica del flujo del
aire y la distribucién de las lesiones. Pequefias lesiones “satélite” han sido
detectadas con mayor facilidad en los linfon6dulos broncomediastinicos en vez
de los pulmones debido al menor volumen de tejido de los nddulos en

comparacién a los pulmones (Cassidy, 2006).

La entrada de las micobacterias hacia las membranas mucosas o hacia
los espacios alveolares da lugar al reconocimiento de los componentes de la
pared bacteriana y la activacion de vias de sefializacion en los fagocitos. Las
micobacterias entonces son fagocitadas por los macréfagos, los neutréfilos son
atraidos y se acumulan en el sitio de la infeccién. Estas células interactian con
otras células involucradas en las respuestas innata y adquirida del sistema
inmunolégico (Arentz y Hawn, 2007). Cuando el animal se encuentra
inmunolégicamente competente, aproximadamente el 90% de las infecciones
son controladas por esta respuesta inmune inicial, y células TCD4+ especificas
y macrofagos activos eliminan las micobacterias o controlan su multiplicacion

durante afios o décadas (tuberculosis latente). Consecuentemente, una
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pequefia proporcion de los individuos infectados desarrollan la tuberculosis
activa (O Garra et al., 2013).

Después de la infecciébn inicial, las micobacterias viable son
transportadas mediante las células fagociticas a través de vasos linfaticos
capilares al nédulo linfatico correspondiente, donde se establece un nuevo
foco de infeccion. Esta infeccién dual se conoce como el complejo primario, y
se encuentra principalmente en el tracto respiratorio inferior, aunque la lesion

inicial en el pulmén sea muy pequefia o ausente (Domingo et al., 2014).

La tipica lesion tuberculosa se conoce como tubérculo, el cual es un
nbédulo inflamatorio granulomatoso amarillento de aproximadamente 2 a 20mm
de diametro que se encuentra encapsulado por tejido conectivo y puede
contener necrosis caseosa central y mineralizada. Histologicamente, los
granulomas tuberculosos estan formados por neutréfilos, macréfagos
epiteloides que a veces tienen un citoplasma espumoso, y algunas células

gigantes multinucleadas (células de Langerhans) (Neill et al., 2001).

La presencia de este tipo de lesiones de gran tamafo, caseosas y
necroéticas, que estan mineralizadas, fibrosas, y regularmente confluentes en
un érgano, se conoce como tuberculosis cronica. En el ganado, estas lesiones
cronicas ocurren frecuentemente en el pulmén o los linfonddulos
mediastinicos. En el pulmon, la lesién crénica se caracteriza por extenderse a
través de todo el arbol bronquial con necrosis caseosa multifocal, o que
eventualmente lleva a la formacion de lesiones cavernosas dentro del I6bulo
afectado. También pueden aparecer lesiones ulcerativas en los bronquios y la
trdquea. Asi mismo, los nodulos linfaticos afectados de manera cronica pueden
estar considerablemente incrementados de tamafo, e invadidos de material
granulomatoso caseoso, rodeado de tejido fibroso irregular (Domingo et al.,
2014).
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Si la respuesta inmune inicial es ineficaz, la infeccion primaria se puede
generalizar durante su etapa inicial; a esto se le conoce como generalizacion
temprana. De manera similar, la generalizacién puede ocurrir en la fase post-
primaria, en este caso se conoce como generalizacion tardia. La
generalizacion se da como resultado de la diseminacion linfatica y sanguinea
de las micobacterias después de la erosion de pequefios vasos sanguineos o
linfaticos debido a tubérculos crecidos. La forma mas comun de la
generalizacion es la tuberculosis miliar, la cual se caracteriza por un gran
numero de pequefios focos o puntos de color amarillo-grisaceo, que no estan
bien delimitados. Esto se da a consecuencia de la liberacion masiva de
micobacterias hacia la circulacién y su invasion de los pulmones y otros
organos. Aunque de rara ocurrencia, incluso se pueden ver afectadas las
superficies serosas, lo cual también sucede debido a la diseminacion linfo-

hematica o por la erosion de los granulomas (Domingo et al, 2014).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

2.4.1. Espectro de hospedadores y transmision de la infeccidn

M. bovis posee uno de los mas amplios espectros de hospedadores
entre los patégenos conocidos, la epidemiologia de esta infeccion es muy
compleja y engloba interacciones entre el hombre, animales domésticos y
animales salvajes. Entre los posibles hospedadores de esta especie se
encuentran el hombre, los primates no humanos, vaca, cabra, oveja, cerdo,
jabali, caballo, asno, gato, perro, ciervo, bisonte, bufalo, antilope, oryx,
camello, llama, alpaca, reno, tejon, zarigieya, liebre, conejo, hurén, feneco,
elefante, jirafa, rinoceronte, tigre, ledn, foca, etc. En el ganado bovino, los
resultados de infecciones experimentales por las vias respiratoria y digestiva,
junto a la distribucion de las lesiones encontradas en el ganado naturalmente
infectado, muestran que aproximadamente un 80-90% del ganado se infecta
por inhalacion (Francis, 1947; Pritchard, 1988).
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Varios estudios clasicos realizados con infecciones experimentales
apoyan también esta teoria, y se ha comprobado que mientras que bastan
unos pocos bacilos para producir la infeccidén por via respiratoria, se necesitan
varios miles de millones de ellos para hacerlo por via oral (McFadyean, 1910;
Chausé, 1913).

La lesi6bn més frecuentemente encontrada es un foco bronconeumonico
en pulmén y lesion en el ganglio linfatico correspondiente (complejo primario).
La forma en que se desarrollan las lesiones en los linfonddulos retrofaringeos
es aun desconocida; Thoen y Himes, en 1986, propusieron la teoria de que
estas lesiones podrian deberse a la inhalacién de bacilos que no penetran en
el tracto respiratorio inferior y que empiezan a multiplicarse en la orofaringe, la

cual drena en los retrofaringeos.

Tradicionalmente, y de un modo erréneo, se ha considerado que solo
excretan M. bovis aquellos animales con lesiones en pulmén claras y
evidentes. Al contrario, se ha comprobado que los animales en las primeras
fases de la enfermedad y antes del desarrollo de lesiones visibles, contribuyen
notablemente a la produccién de aerosoles infectivos (Mcllroy et al., 1986; Neill
et al., 1988). Neill et al., en 1991 y 1992, comprobaron gue existe una relacién
inversamente proporcional entre la dosis infectante y el tiempo que transcurre
hasta la liberacion por via respiratoria de M. bovis, ademas de que en las
infecciones naturales la eliminacion de bacilos comienza a los 87 dias después
de la infeccién, lo que ocurre en algunos casos en ganado negativo a la
tuberculina. Aunque en el pasado las vias de transmisién oral y genital
pudieron tener importancia epidemiologica, desde el establecimiento de los
programas de erradicacion la via dominante de transmision es la aerégena
(Morris et al., 1994).
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La via de transmision determina la ubicacion y el espectro de las
lesiones observadas en la tuberculosis bovina. La inhalacion es la ruta de
infeccibn mas comudn y ocasiona lesiones en la nasofaringe y el tracto
respiratorio inferior, como los pulmones y ganglios linfaticos asociados. En
contraste, la ingestion de M. bovis por medio de pastura, alimento o agua
infectados usualmente ocasiona lesiones en los linfonodos mesentéricos, y en
ocasiones en la pared intestinal. Otras rutas de infeccion como la
transplacentaria, genital o intramamaria son infrecuentes debido a la situacion
epidemiologica de la mayoria de los paises con programas de erradicacion
vigentes (Menzies y Neill, 2000). La transmision transplacentaria hacia el feto
probablemente resulta de una endometritis tuberculosa y lleva a un complejo
primario en el higado y/o los nddulos linfaticos portales. Los becerros nacidos
con infecciones congénitas usualmente desarrollan la enfermedad
generalizada en las primeras semanas 0 meses de vida. La transmision sexual
de la tuberculosis bovina puede ocurrir cuando la infeccién se establece en los
organos sexuales; la transmision intramamaria ocurre de manera iatrogénica
de vaca a vaca mediante el uso de tratamientos intramamarios. Por ultimo, la
transmision alimentaria en becerros lactantes es frecuentemente consecuencia

de la presencia de M. bovis en la leche materna (Vural y Tunca, 2001).

Ciertos estudios parecen demostrar que dentro del ganado bovino
existen variaciones en la resistencia a la tuberculosis, de forma que las razas
africanas y asiaticas (cebus) son mas resistentes a la enfermedad que el
ganado europeo (Carmichael, 1939, 1941). En el caso de los primates no
humanos hay que sefialar que son igualmente susceptibles a la infeccion por
M. bovis y M. tuberculosis, de igual manera también se han notificado
infecciones por M. africanum. La infeccién aparece raramente en animales en
libertad, aunque existen comunicaciones de casos ocurridos por ingestion de
carcasas procedentes de ganado tuberculoso (Tarara et al.,, 1985). Sin
embargo, en cautividad la incidencia de tuberculosis en estos animales es

extremadamente alta y se han comunicado varios brotes de enfermedad en

27



zoologicos (Wilson et al., 1984) y animalarios (Thoen et al., 1977), por lo que la

via de transmision aerdégena juega un papel importante.

2.4.2. Supervivencia de M. bovis en el ambiente

Aunque M. bovis es un patégeno obligado, puede sobrevivir en el
ambiente durante largos periodos de tiempo si las condiciones son favorables.
Los principales factores que influyen en esta capacidad de supervivencia son:
temperatura, humedad, pH, tension de oxigeno, exposicion a la luz solar,
disponibilidad de nutrientes, microflora existente y localizacién en el ambiente.
En 1994, Morris y colaboradores, indican que la duracion de la infectividad de
M. bovis en pastos, orina y heces debe medirse en semanas y no en meses,
ya que bajo las mismas condiciones, los microorganismos existentes en el
material contaminado de forma natural mueren mucho mas rapidamente que
los presentes en el mismo tipo de material pero contaminado
experimentalmente. Si se contaminan heces o suelo estéril con M. bovis y se
almacenan protegidos de la luz, los microorganismos pueden sobrevivir varios
meses. Sin embargo, a medida que las condiciones ambientales se acercan a
las naturales, el tiempo de supervivencia disminuye considerablemente. Estos
hechos, unidos a la elevada dosis infectiva que se requiere para producir
infeccion via oral, hacen pensar que la importancia real de la existencia de
productos contaminados en el medio ambiente es menor de lo que se habia

considerado tradicionalmente.

En el caso de los cadaveres de animales infectados, la supervivencia de
M. bovis depende del grado de putrefaccion de los mismos y por lo tanto de la
temperatura ambiente y grado de humedad. Little y colaboradores, en 1982,
demostraron que el aislamiento de M. bovis a partir de cadaveres de tejones
podia conseguirse después de 2 semanas (cadaveres en la superficie de los
pastos) o de 6 semanas (cadaveres enterrados) de la muerte del animal.

Pfeiffer y Morris, en 1991, fueron capaces de recuperar M. bovis a partir del
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interior de cadaveres secos con, al menos, un mes de antigiedad. Estos
cadaveres son entonces fuente de infeccion para los carrofieros y para el

ganado que pasta en sus proximidades.

En ausencia de reservorios salvajes, la tuberculosis bovina es una
enfermedad controlable y el éxito de su control esta determinado por los
habitos de comportamiento de ganaderos y tratantes de ganado y por el
ganado en si mismo. La existencia de pruebas con una sensibilidad adecuada
gue se apliquen con un intervalo menor de un afio, la inmediata eliminacién de
los animales positivos a las mismas, y la instauracion de una politica de
seguimiento estricta han permitido la erradicacion de la enfermedad en varios
paises. Hay que destacar que el movimiento de ganado entre rebafios y la
actitud de los ganaderos ante el saneamiento, son los factores mas

importantes que condicionan el éxito o fracaso del control (Aranaz et al., 1996).

La situacion es completamente diferente cuando existe un reservorio
salvaje. Cuando una especie es considerada como un reservorio, existe
transmision y mantenimiento de M. bovis dentro de esa especie y transmision
desde la misma al ganado. En estos casos la dificultad de controlar a las
poblaciones salvajes y el conocimiento incompleto de sus cadenas
epidemioldgicas, hacen que la erradicacion de la tuberculosis bovina en esas
areas sea practicamente inviable. Hasta el momento existen varios reservorios
reconocidos (tejon, zarigleya, algunos ungulados) en los que la via principal
de transmision intra- e inter-especifica es la via respiratoria. Ademas existe
una larga lista de posibles hospedadores salvajes de M. bovis, y debido a que
la tuberculosis no es una enfermedad estatica, deberiamos preguntarnos si en
un futuro esta infeccibn no se hard endémica en un espectro dinamico de
hospedadores salvajes. Por ello los programas de control deben poner un
especial interés en limitar al maximo los posibles contactos de estos

hospedadores con ganado afectado (Morris et al., 1994).
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2.4.3. La zoonosis

En 1888, Walley expreso6 su teoria de que la tuberculosis bovina podia
ser transmitida al hombre mediante leche, productos lacteos, carne o
directamente por contacto con animales infectados; por lo que propuso, como
medida de control, que la inspeccion de las canales se hiciese bajo supervision

veterinaria.

En los EE. UU., Ravenel en 1902 y Park en 1913, presentaron pruebas
irrefutables de la transmision de M. bovis del ganado al hombre. Como
respuesta, en 1906 y después de constatar que en aquel afio el 25% de las
muertes por tuberculosis en humanos se debieron a M. bovis, se creé un
Comité Federal Veterinario encargado de la inspecciéon de la carne.
Posteriormente, en 1917, se comenzd con un programa de erradicacion de la
enfermedad en el ganado, lo cual no se hizo en Europa hasta 1935, debido en
gran parte a las erréneas ideas difundidas por Koch de que el bacilo bovino no
era tan patdgeno y transmisible como el bacilo humano (de la Rua-Domenech,
2005).

A principios de siglo empezaron a ser frecuentes las descripciones de
casos clinicos de tuberculosis humana originados por M. bovis; asi
McFadyean, en 1902, denuncié que la leche procedente de vacas tuberculosas
era la causa de tuberculosis intestinal en nifios escoceses. En este mismo afio,
Ravenel fue el primero en aislar e identificar una cepa de M. bovis de un nifio
muerto por meningitis tuberculosa y Griffith, en 1914, describid el primer caso
bacteriolégicamente confirmado de tuberculosis pulmonar por M. bovis, por lo
gue fue posible observar que M. bovis era capaz de producir cuadros clinicos

de tuberculosis en el hombre.

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

se debian a M. bovis, este porcentaje era del 30% en los casos de nifios
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menores de 5 afios. M. bovis era aislado de lesiones en piel, lesiones
cervicales, meningitis tuberculosas, lesiones en huesos y articulaciones,
tuberculosis genitourinaria, y s6lo en un 1 a 3 % de los casos en procesos de
tuberculosis pulmonar (Cutbill y Lynn, 1944). En estos afios, la principal via de
infeccion por M. bovis era la ingestion de leche, seguida por la exposicion
ocupacional (carniceros, lecheros etc.), por ello la enfermedad aparecia

preferentemente en localizaciones no pulmonares.

El papel de la leche como vehiculo para la transmision de la
tuberculosis bovina es conocido por los veterinarios desde hace mas de un
siglo (Fleming, 1875). La fuente habitual de M. bovis en la leche es la infeccion
mamaria, pero también puede ocurrir por contaminacion con heces, descargas
uterinas, polvo del establo, etc. En EE. UU. la pasteurizacion de la leche se
recomendd en 1907, como medida preventiva de la tuberculosis; sin embargo,
en gran parte de Europa, existia aun un gran debate sobre el papel
inmunizante de la leche tuberculosa, debido a la opinion de algunos sectores
médicos de que la patogenicidad de M. bovis para el hombre era menor que la
de M. tuberculosis (Cobbett, 1917; Calmette, 1936), asi mismo de que una
infeccion localizada por M. bovis protegia de la muerte por tuberculosis. Se
hicieron estudios relacionando las tasas de mortalidad por tuberculosis en
humanos y las cifras de incidencia de tuberculosis bovina (Francis, 1958;
Sjogren y Sutherland, 1975); comprobandose que sobre la poblacién en
general, la leche tuberculosa tenia realmente un efecto inmunizante pero
también un inaceptable precio para una minoria. Por lo que se concluy6 que, si
la poblacion realmente necesitaba tal inmunidad, era mas adecuado y seguro
proporcionarsela mediante la vacunacién con BCG (bacilo de Calmette y
Guérin) (aunque actualmente existen serias dudas sobre la eficacia real de la

misma).

Otra de las posibles vias de transmision de la enfermedad es la carne

procedente de ganado infectado. Dado que la carne es un alimento que
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generalmente se cocina antes de su consumo, no representa una grave fuente
de infeccidon para el hombre. Aun asi existen las excepciones del peligro que
entrafla como enfermedad ocupacional para trabajadores de mataderos y
manipuladores de carne, ademas del riesgo para aquellas culturas en las que
la carne se consume cruda o poco cocinada. Ruys en 1939, y Sigurdsson en
1945, demostraron la transmision de la tuberculosis por inhalacion dentro del
establo, desde el ganado al hombre; y que era posible la propagacion de M.
bovis entre humanos por via pulmonar. Esta afirmacién plantea aun
controversia aunque han sido publicados varios casos (Collins y Grange,
1987).

Debido al avance de las campafias de erradicacibn en animales, la
incidencia actual de casos de M. bovis en humanos ha descendido
considerablemente. La instauracion de las politicas de decomiso de alimentos
afectados y de pasteurizacion de la leche, hacen que los casos actuales de
tuberculosis humana por M. bovis aparezcan, casi exclusivamente, como
reactivaciones de antiguas infecciones. El pulmon es hoy en dia el 6rgano mas
afectado, seguido por el tracto génitourinario y por linfadenitis cervicales (Yates
y Grange, 1988). El hombre puede ser una fuente de infecciébn M. bovis para el
ganado y estas transmisiones han sido comunicadas en diferentes éareas:
Suecia (Magnusson, 1941), Inglaterra (Lesslie et al., 1968), EE. UU. (Baldwin,
1968), Holanda (Huitema, 1969), Checoslovaquia (Rossi y Dokoupil, 1969),
Nueva Zelanda (Black, 1972), Canada (Wigle et al., 1972) y Alemania (Werner,
1981). Estos casos reportaron la transmision de la enfermedad desde el
hombre al bovino por contaminacion urinaria y fecal de las camas, pastos y

alimentos de los animales, y por via aerégena.

Existen trabajos aislados sobre la incidencia de estas infecciones en
areas concretas como Argentina, en la que los porcentajes de tuberculosis
humana por M. bovis estan entre el 0.4% y el 6% (Centragolo, 1971; Barrera y

de Kantor, 1987). Las cifras de aislamiento de M. bovis de humanos para el
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Reino Unido en la década de 1980 fueron del 1.9% de los casos de
tuberculosis (Davies et al.,, 1984), asi mismo de la Rua-Domenech (2006)
reportd una proporcion de 0.5% a 1.5%. Previo a la implementacion de la
pasteurizacion de la leche, la cifra se elevaba al 2.6% (Wilkins et al., 1986). En
1981, Collins y Yates confirmaron que el 2.7% de los casos de tuberculosis
humana en el sureste de Inglaterra se debian a M. bovis. Yates y Grange en
1988, estimaron que en esa misma region, el bacilo bovino era responsable del
1 % de todos los casos de tuberculosis y del 0.6% de los casos de tuberculosis

pulmonar.

A nivel global y de acuerdo con los datos publicados por la PAHO/WHO
(Pan American Health Organization/World Health Organization), cada afio en
América Latina aparecen 7,000 nuevos casos de tuberculosis humana por M.
bovis, lo que representa una tasa de 2 casos por 100,000 habitantes. Las
cifras oficiales no son demasiado fiables y la verdadera incidencia podria ser
hasta ocho veces superior, sobretodo en paises en vias de desarrollo (de
Kantor et al., 1991). Esto se debe a que no se lleva a cabo de manera rutinaria
la diferenciacién entre M. tuberculosis y M. bovis en el diagnéstico de la
enfermedad.

2.5 DIAGNOSTICO

2.5.1. Métodos de diagndstico de TB en humanos

2.5.1.1. Tuberculosis pulmonar
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La localizacion pulmonar de la TB es la mas frecuente pero puede
observarse en cualquier érgano. El cuadro clinico es de comienzo insidioso y
naturaleza crénica. Esto dificulta el diagnéstico precoz. El sindrome de
impregnacion bacilar esta constituido por sintomas generales como astenia,
adinamia, hiporexia, pérdida de peso, febricula vespertina y sudoracion
nocturna asociada a signo sintomatologia respiratoria (tos, expectoracion,
disnea). En aproximadamente 20 % de los casos los sintomas constitucionales
son el unico hallazgo de enfermedad (Dorman, 2010).

El paciente puede presentar disnea, dolor toracico, hemoptisis, la tos es
por mucho el sintoma pulmonar mas frecuente; al inicio puede ser seca y a
medida que avanza la enfermedad se transforma en productiva, con
expectoracion mucosa, mucopurulenta o hemoptoica (National Collaborating
Centre for Chronic Conditions, 2006). Otras formas de presentacién son la
pseudoneumonica, la hemoptisis franca y un cuadro febril que puede simular
un estado gripal. Las manifestaciones clinicas de la TB se ven influenciadas

por la edad y el estado de la inmunidad (English et al., 2006).

En pacientes mayores de 65 afios los sintomas inespecificos son los
mas frecuentes como por ejemplo la fiebre de origen desconocido. Los
hallazgos clinicos de la TB en el paciente infectado con el VIH dependen de la
severidad de la inmunodepresion. Las personas con niveles de linfocitos T
CD4+ > 200/mm3 presentan sintomas similares al inmunocompetente, y la TB
gueda circunscripta al pulmén. En los individuos con recuentos por debajo de
esa cifra es mas frecuente el compromiso extrapulmonar y las formas

diseminadas (Ruiz et al., 2008).

2.5.1.2. Tuberculosis extrapulmonar

Afecta cualquier 6rgano que no sea el pulmén. Incluye formas que estan

ubicadas parcial o totalmente dentro del torax y son también consideradas
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extrapulmonares como la TB pleural, adenopatias hiliares o mediastinales
(English et al., 2006).

La incidencia de localizaciones extrapulmonares es del 15 al 20% en
pacientes inmunocompetentes, observandose hasta el 70% en
inmunosuprimidos. La sintomatologia depende de la localizacion. Las mas
comunes son la pleural y la ganglionar (National Collaborating Centre for
Chronic Conditions, 2006). Otras localizaciones son: laringea, abdominal, geni-
tourinaria, osteoarticular, meningea y cutanea pero el bacilo puede afectar

cualquier 6rgano (Dorman, 2010).

2.5.1.3. Tuberculosis diseminada

Esta presentacion compromete mas de 2 érganos y hay gran deterioro
del estado general, hipertermia, disnea, astenia e incluye signos clinicos de
aquellos 6rganos que pueden estar afectados: derrame pleural, trastornos
digestivos, hematoldgicos (anemia, linfopenia, trombocitopenia)
hepatoesplenomegalia y a veces signos meningeos. En las evoluciones
cronicas se observa compromiso del estado general y fiebre de origen
desconocido. En las formas agudas puede presentarse como sindrome del
distrés respiratorio del adulto. La naturaleza no especifica de la presentacion
es probablemente la causa mas frecuente del retraso diagnostico (Dorman,
2010).

2.5.1.4. Prueba dérmica
La prueba de la tuberculina se realiza mediante la técnica de Mantoux y
es ampliamente utilizada. Sus ventajas son su escaso coste econoémico y su

facil realizacion, aunque tiene también inconvenientes. La prueba puede

presentar falsos positivos debido a la sensibilizacion del sistema inmune
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causada por la administracion previa de la vacuna BCG o de la exposicién a

micobacterias no tuberculosas (Sancineto, 2009).

También se pueden obtener falsos negativos en las personas con
alteraciones del sistema inmunitario, especialmente en las personas infectadas
por el VIH, y aguellas que reciben terapias inmunosupresoras, y también en los
casos de infecciones graves por virus o de tuberculosis diseminada. La
fiabilidad de la prueba de la tuberculina para la deteccién de infeccion
tuberculosa en nifios menores de 6 meses es menor debido a que el
mecanismo inmunitario de respuesta no se ha desarrollado por completo (Ruiz
et al., 2008).

2.5.1.5. Diagnéstico por imagenes

2.5.1.5.1. Radiografias torax

La radiografia de térax es el primer método de diagnéstico por
imagenes y en la mayoria de los casos el Unico. El primer estudio debe incluir
las proyecciones postero-anterior y latero-lateral (frente y perfil). Una
radiografia de térax normal tiene un alto valor predictivo negativo
especialmente en pacientes inmunocompetentes, la frecuencia de falsos
negativos es de 1%. Este porcentaje se incrementa a un 7 a 15% en pacientes
HIV positivos. Las manifestaciones radiolégicas dependen de factores del
huésped: edad, inmunosupresion, TB previa y varian en la TB primaria y

extraprimaria (Mert et al., 2001).

Pueden observarse:

Linfoadenopatias hiliares hasta un 96% en nifios, sin embargo también se
puede observar en adultos con HIV. Mas frecuentes unilaterales y del lado
derecho (Burrill et al., 2007).
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1. Opacidades parenquimatosas de espacio aéreo: consolidacion localizada mas
frecuentemente en los Iébulos inferiores, y en el pulmon derecho.

2. Opacidades parenquimatosas del intersticio: la forma miliar es la mas comun y
corresponde a noddulos de entre 2-3 mm de distribucion homogénea, con
gradiente apico basal y ligero predominio en las bases. Pueden coalescer y
formar consolidaciones focales y difusas.

3. Enfermedad traqueobronquial: atelectasias e hiperinsuflacion.

4. Derrame pleural: puede ser la Unica manifestacion de tuberculosis. El
engrosamiento pleural y la calcificacion pueden observarse como secuelas de
la enfermedad.

2.5.1.5.2. Tomografia axial computada (TAC)

La mayor parte de los casos de TB pueden seguirse solo con
radiografia simple de torax, aunque existen circunstancias en las que es
necesario el uso de la TAC. Esta permite detectar lesiones minimas,
enfermedad de la via aérea y diseminacién endobronquial; se puede observar
el denominado patron de arbol en brote, que corresponde al llenado de
bronquios centrilobulillares con exudado inflamatorio. En el caso de
adenopatias hiliares puede demostrar la hipodensidad central de los ganglios
secundaria a necrosis, hallazgo altamente sugestivo de enfermedad activa
(MacAdams et al., 1995).

2.5.1.5.3. Ultrasonografia

La ecografia o ultrasonografia es un método auxiliar importante a indicar
en determinadas localizaciones de la TB:
1. Estudio de colecciones en serosas: liquido en cavidad libre, tabicaciones,
engrosamiento (pleura, pericardio, peritoneo).

2. Determinacién del contenido soélido o liquido de adenopatias.
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3. En abdomen es altamente sugestivo de enfermedad granulomatosa
diseminada (especialmente TB pero no es un patréon especifico) en
inmunocomprometidos (HIV/Sida, por ejemplo) la presencia de imagenes
hipoecoicas a nivel hepatico y esplénico asociado a multiples adenopatias,
frecuentemente hipoecoicas, abdominales y retroperitoneales (Méndez et al.,
1995).

2.5.1.4. Baciloscopia (BAAR)

La baciloscopia o examen microscépico de extendido de esputo,
liquidos de puncién, material purulento y homogeneizados de tejidos es
ampliamente usado como meétodo diagnostico de enfermedad tuberculosa
pulmonar en paises subdesarrollados. En muchos de estos paises, la
prevalencia de la enfermedad es elevada, por esto los resultados de muchos
estudios han mostrado rendimientos diagnosticos muy variables. Se trata de
un método rapido, sencillo de practicar y poco caro. Los métodos clasicos de
tincion son el método de Ziehl-Neelsen y el método de Kinyoun que se evallan
con luz natural reflejada o artificial. Otro método muy utilizado es la tincién con
auramina y la evaluacion con luz ultravioleta, que detecta los bacilos por
fluorescencia. Este método de cribado permite el examen de mdultiples
preparaciones con una mayor rapidez y menor cansancio del observador
(WHO, 2008).

Ademas, para aumentar la capacidad de deteccion de cualquiera de
estos métodos, el esputo debe ser previamente procesado para conseguir una
homogeneizacion y una concentracion. La sensibilidad de esta prueba es
mayor en secreciones respiratorias, como esputo, lavados bronquiales, etc.
(normalmente ricas en bacilos) a lo contrario de otras muestras corporales,

como orina, jugo gastrico, etc. (a menudo paucibacilares) (Sancineto, 2009).

La OMS clasifica un caso de tuberculosis pulmonar como definitivo

cuando se obtiene el resultado de un cultivo positivo a M. tuberculosis, sin
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embargo en los paises en los que el cultivo no se encuentra disponible de
forma rutinaria se define como la presencia de dos baciloscopias positivas
(WHO, 2008). Esta definicién refuerza la necesidad de la obtencion de tres

muestras para el examen microscépico segun los estandares internacionales.

2.5.1.5. Cultivo

El cultivo positivo a Mycobacterium tuberculosis se considera el patron
de referencia para el diagnostico de tuberculosis y segun la OMS, un Unico
cultivo define un caso de tuberculosis (WHO, 2008). La obtencién de una
muestra de secrecion respiratoria permite realizar una baciloscopia y un cultivo
capaz de recuperar micobacterias. A partir del cultivo se puede obtener el perfil
de sensibilidad del microorganismo a diferentes antibioticos. Clasicamente el
cultivo de las muestras se realiza en un medio soélido, de Lowenstein-Jensen.
En este medio de cultivo, la mayoria de los resultados se obtienen entre la
segunda y cuarta semana, mientras que para un resultado negativo se debe
esperar hasta las seis u ocho semanas. Ademas, el cultivo puede presentar
resultados falsos negativos, por error humano en la realizacién del mismo, y
falsos positivos por contaminacién cruzada, lo cual consiste en la transferencia
accidental de bacilos de una muestra con alta carga bacilar a la o las
procesadas subsecuentemente (Alonso et al., 2007). Existen métodos de
cultivo en medio liquido con el objetivo de aumentar la rentabilidad y obtener
resultados en el menor tiempo posible, desde 7 a 8 dias (BACTEC MGIT960,
BacTALERT 3D, ESPII) (Dinnes et al., 2007).

2.5.1.6. Histopatologia

En muestras de biopsias (pleural, ganglionar, transbronquial, dérmica,
etc.) el hallazgo microscépico del granuloma caseificante caracteristico de la
TB es altamente sugestivo de la enfermedad. Aunque las tinciones para BAAR

sean positivas, no confirman en forma absoluta la enfermedad. Parte del
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material obtenido debe enviarse en solucion fisiologica al laboratorio de TB

para homogeneizacion y cultivo (Sancineto, 2009).

2.5.1.7. Interferén gamma (INF-y)

En estos ultimos afios han aparecido nuevas técnicas con el objetivo de
mejorar el diagndstico de la infeccion tuberculosa latente. Estas técnicas
detectan el interferon gamma producido por las células T previamente
estimuladas (sensibilizadas) por antigenos especificos de M. tuberculosis
como el ESAT-6 (Early Secretory Antigen Target-6) y el CFP-10 (Culture
Filtrate Protein 10) y el TB7.7. Existen dos pruebas comerciales: el QFT
(QuantiFERON TB Gold o QuantiFERON TB Gold in-Tube, laboratorios
Cellestis) y el T-SPOT.TB (de laboratorios Oxford Immunotec, Ltd.). EI QFT
Gold In-Tube incorpora, ademas de los dos antigenos citados, un tercero, el
TB7.7. El QFT estimula la sangre total incubada con los antigenos y determina
por ELISA (pg/ml 6 Ul/ml) la cantidad de interferén. El T-SPOT TB requiere
separar primero las células mononucleares, estimularlas con los antigenos y
hacer la lectura por medio de la técnica del ELISPOT en la cual cada punto

representa una célula T secretora de interferon gamma (Menzies et al., 2007).

2.5.1.8. ELISA

También existen métodos inmunoldgicos basados en la deteccion de
anticuerpos, antigenos e inmunocomplejos. Se trata de métodos diagnosticos
indirectos. Los mas evaluados tienen como objetivo la deteccion de la
respuesta humoral (IgG, IgA, IgM) a las micobacterias a través del ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzimas (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay,
ELISA) (Menzies et al., 2007).
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2.5.1.9. Métodos moleculares

Recientemente se han desarrollado métodos moleculares basados en la
identificacion de secuencias de ADN especificas de las micobacterias con el
objetivo de aumentar la precisiéon y obtener resultados en un tiempo mucho
menor a los del cultivo. La técnica mas conocida es la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), con pruebas comercializadas o con protocolos
desarrollados con pruebas no comerciales (Menzies et al., 2007), mediante la
hibridaciébn con sondas que detecten genes especificos del complejo M.
tuberculosis y de resistencia a R (rpoB) y a H (katG e inhA) y un posterior

revelado (Dominguez et al., 2008).

Las pruebas de amplificaciéon de acidos nucléicos son caras, de alta
especificidad y sensibilidad, por lo que para evitar falsos positivos solamente
se analizan esputos BAAR positivos.

2.5.2. Métodos de diagndstico de TB en bovinos

El diagnéstico preciso y confiable de la tuberculosis en bovinos juega un papel
primordial en los esfuerzos de control y erradicacion que se llevan a cabo por
parte de las autoridades sanitarias en cada pais. Es necesario la
implementacion de nuevas herramientas que contribuyan con la identificacion
de animales infectados que actiien como diseminadores del bacilo dentro del

hato (Garcia-Casanova, 2013).

2.5.2.1. Pruebas ante mortem

La prueba de la tuberculina es la prueba primaria ante mortem para

realizar el diagndstico de tuberculosis bovina y estd prescrita por la
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Organizacion Internacional de Epizootias para llevar a cabo el comercio
internacional (OIE, 2009).

La prueba consiste en la aplicacion intradérmica de derivados proteicos
puros de Mycobacterium bovis (PPD bovino) y Mycobacterium avium (PPD
aviar), que se aplica a los bovinos partir de los dos meses de edad. El
resultado de la prueba se obtiene a las 72 horas de la inoculacion, cualquier
engrosamiento, rubor, calor, dolor, necrosis o cualquier cambio por minimo que
sea en el sitio de aplicacion indica positividad. Estas pruebas deben aplicarse
a los bovinos por Médicos Oficiales y/o Médicos Veterinarios aprobados (OIE,
2009).

Existen tres pruebas de la tuberculina:

a) Prueba en el pliegue anocaudal. Consiste en inocular intradérmicamente
0.1ml de PPD bovino en el pliegue anal, en la base interior del maslo de la cola
0 en la zona media cervical (NOM-031-ZO0-1995).

b) Prueba doble comparativa. Se emplea para diferenciar animales infectados
por el bacilo M. bovis de M. avium. Se aplican en la tabla del cuello, de manera
independiente, 0.1ml de PPD aviar y 0.1ml de PPD bovino. La diferencia entre
las mediciones del grosor de la piel antes y después de la aplicacién de los
PPD’s se grafican en una cuadricula especifica que indicara el resultado de la
prueba (NOM-031-Z0O0-1995).

c) Prueba cervical simple. Solo se aplica 0.1ml de PPD bovino en la tabla del
cuello. Se emplea en hatos con antecedentes de tuberculosis (NOM-031-ZOO-
1995).

Otra prueba muy utilizada a parte de la tuberculinizacion es la medicién

de interferon gamma (IFN-y) por medio de la obtencion de muestras
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sanguineas del bovino. La deteccion de IFN-y en plasma es una prueba
alternativa o complementaria, y se emplea una técnica que se basa en una
prueba inmunoenzimatica de sandwich. En esta prueba, la placa es
sensibilizada con un anticuerpo especifico hacia IFN-y, la cual recibe el plasma
obtenido de sangre completa sensibilizada con tuberculina aviar o con
tuberculina bovina para posteriormente identificar la presencia del IFN-y con un
sistema de anticuerpo especifico marcado en un formato de ELISA. De manera
comercial y muy popular existe la prueba Bovigam® (Garcia-Casanova, 2013).

Una variacion para detectar IFN-y es la técnica llamada T-spot TB o
ELISPOT. Esta consiste en contar el numero de células T antimicobacterias
que producen IFN-y. En las placas se siembran células estimuladas con el
antigeno, se incuban toda la noche para posteriormente realizar el revelado
con un anticuerpo marcado. La lectura se efectla a través del recuento de

manchas en cada pocillo (Vordermeier y Whelan, 2012).

2.5.2.2. Pruebas postmortem

La deteccion de lesiones durante el sacrificio representa un procedimiento
pasivo de vigilancia de la tuberculosis bovina. Esta inspeccién se realiza de
manera visual principalmente, llegandose a incidir 6rganos y nddulos linfaticos
gue cuenten con alguna lesion sospechosa. Los nédulos linfaticos y érganos
gue se toman en cuenta son submaxilares, parotideos, retrofaringeos,
traqueobronquiales, mediastinicos, hepaticos, mesentéricos, cervical superior,
popitleos, iliacos, escrotales y mamarios, asi como pulmén, higado, bazo,
intestino y rifién (OIE, 2009).

2.5.2.3. Métodos directos

Estos métodos de diagndstico incluyen la baciloscopia, el cultivo, la

histopatologia, y pruebas con herramientas moleculares. Se pueden realizar
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ante y postmortem, depende de la muestra que se emplee para realizar el
diagnostico, las cuales generalmente son secreciones (exudado nasal y leche)

(Garcia-Casanova, 2013).

La baciloscopia consiste en evidenciar la presencia del bacilo a partir de
frotis de muestras clinicas o preparados de tejidos y su observacion al
microscopio. Las micobacterias tienen un alto contenido de lipidos en su
pared, caracteristica que facilitan la captura de fucsina fenicada o auramina en
su pared, por lo cual se les denomina bacilos acido-alcohol resistentes. La
tincion Ziehl-Neelsen ocasiona que se observen bastoncitos de color rosado o
rojo, mientras que la auramina los hace fluorescer, lo que facilita su

identificacion al microscopio (Barrera, 2008).

El cultivo de la micobacteria involucra la homogenizacién de la muestra,
descontaminacién con detergentes acido o dlcalis, neutralizacion del
homogenizado, centrifugacion de éste y el sembrado del sedimento en medios
Lowenstein-Jensen (M. tuberculosis) y Stonebrink (M. bovis), o Middlebrook o
en agar sangre. El cultivo se incuba por lo menos 8 semanas a 37°C vy se
revisa periddicamente; cuando se observa crecimiento se realiza un frotis y se
tiie para confirmar que sea un bacilo &cido-alcohol resistente (Parra et al.,
2008).

El estudio histopatolégico permite la identificacion de estructuras celulares
especificas y determinantes en el desarrollo de la tuberculosis bovina, tales

como los descritos previamente en la patologia de la enfermedad.

Ademas existen otros métodos indirectos que emplean evidencias de la
presencia de los bacilos a través de la estimulacion especifica de la respuesta
inmune. Entre estos se pueden mencionar la prueba de ELISA,
inmunotransferencia (MAPIA), captura de anticuerpos especificos, aglutinacion

con perlas de latex, y la fluorescencia polarizada (Garcia-Casanova, 2013).
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2.5.2.4. Métodos moleculares

Este tipo de diagndstico es extremadamente sensible y especifico,
aunque de mucho mayor costo. Son Utiles no solo para determinar la presencia
del género Mycobacterium en el animal, también son méas discriminatorios
puesto que identifican la especie involucrada, lo cual puede ser util en la

diferenciacion de casos vacunados de infecciones reales.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Es una de las técnicas de
diagndstico mas importantes en la tuberculosis bovina, ya que se puede
detectar rapidamente la infeccion en el animal sospechoso. Ademas juega un
papel importante en la caracterizacidon de cepas. La técnica se basa en la
amplificacion in vitro del ADN de M. bovis. Diferentes métodos de PCR se han
propuesto para una rapida deteccion de cantidades minimas de ADN, entre las
cuales existen la PCR dot blotting, PCR anidado, PCR mudltiple y PCR tiempo
real (Veerman et al., 1990; Thacker et al., 2011; Shah et al., 2002;. Se puede
realizar a partir de muestras como cultivo, nddulos linfaticos, sangre, leche y
tejido parafinado o formalinizado. Las secuencias blanco son varias: 1S6110,
1S1081, gen que codifica para el antigeno proteico b, ultimos 99 codones del
gen murA, la region promotora del operén ARNr, secuencias polimoérficas
largas de DR, operén mce3, genes oxyR, gyrA, hsp65, rpoB y una secuencia

ribosomal usada para identificar la especie (Liébana et al., 1995).

Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP). Se
refiere a secuencias especificas de nucle6tidosen el ADN que son
reconocidas y cortadas por las enzimas de restriccion (también llamadas
endonucleasas de restriccion) y que varian entre micobacterias. Estas
secuencias de restriccion presentan usualmente patrones de distancia,
longitud y disposicion diferentes en el ADN de diferentes micobacterias de una

poblacién. Los RFLP son marcadores génicos del ADN y se pueden encontrar
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en regiones que codifican proteinas o exones, en los intrones o en el ADN que
separa un gen de otro. Lo Unico que se necesita para que puedan ser
marcadores genéticos es que sean polimorficos y tengan mas de un alelo. La
técnica est4 basada en las variaciones generadas por el elemento de insercion
IS6110 (transposicion). La variacion de las cepas esta basada en el numero de
copias del 1S6110 y en la posicion donde se inserta en el ADN bacterial
(Cousins et al., 1998).

Espoligotipificacion. Explora la variacion que existe en el locus DR del
complejo Mycobacterium tuberculosis (MTB) (exclusiva de esta bacteria). El
locus DR (Direct Repeat) es una regién cromosdmica que consiste de regiones
repetidas de 36 nucle6tidos muy conservados. Cada DR esti separado por
secuencias espaciadoras no repetitivas de 34 a 41pb. Las cepas varian en el
numero de DRs y en la presencia o ausencia de los espaciadores particulares.
La técnica utiliza 43 diferentes espaciadores para identificar los diferentes
genotipos del complejo MTB (Kamerbeek et al., 1997).

Variable Number Tandem Repeat (MIRU por sus siglas en inglés). Son
secuencias repetitivas en tandem similares a minisatélites de eucariotas que
han sido identificados dispersos en las regiones intergénicas del genoma del
complejo MTB. Estos segmentos repetitivos o minisatélites contienen de 46-
100 bp y difieren entre las cepas en su numero de copias. Se ha demostrado
que la tipificacién por VNTR es muy util para patégenos cuya poblacion es
altamente clonal como MTB. Las MIRU son VNTR localizadas en el genoma
de Mycobacterium bovis, se han encontrado 41 posiciones (41 loci) de los
cuales 15 son polimérficos en el nimero de repeticiones de una cepa a otra
(Supply et al., 2006).

Secuenciacion genémica (WGS) y polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP). Lasecuenciacion del ADNes un conjunto de métodos

y técnicas bioquimicas cuya finalidad es la determinacion del orden de
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los nucleodtidos (A, C, Gy T) en un oligonucledtido de ADN. Determinar la
secuencia de ADN es Uutil en el estudio de la investigacion basica de los
procesos bioldégicos fundamentales. Ademés, se puede utilizar la
secuenciacion del ADN para conocer las mutaciones somaticas, como las
sustituciones de bases, generadas entre distintos organismos. A pesar de las
distintas técnicas que permiten secuenciar el ADN, no siempre se puede llegar
a conocer el genoma completo de los organismos, lo que puede llevar a
errores en la reconstrucciéon de los linajes y en la estimacion del tipo de

mutaciones y del nimero de mitosis generadas (Stucki y Gagneux, 2013).

En 2003, Garnier y colaboradores, lograron secuenciar el genoma de
Mycobacterium bovis, lo cual dio Ilugar al analisis de genético del
microorganismo para conocer sus caracteristicas fenotipicas. La cepa
caracterizada se denomina AF2122/97, altamente virulenta, originaria de
Inglaterra, y es ahora el genoma de referencia contra el cual se comparan las
demas cepas de M. bovis secuenciadas. Dentro de los analisis gendmicos
disponibles, el mas utilizado para fines epidemioldgicos es la comparacion de
polimorfismos de un sélo nucleétido (SNP) entre aislados (Robbe-Austerman,
2014).

Los SNPs representan diferencias de un solo nucleétido entre dos o mas
secuencias. El término "SNP" frecuentemente es intercambiado por
"mutacion”, "polimorfismo"”, o "sustitucion”. En términos estrictos, un cambio en
una sola base es denominado mutacién de punto, y esto sucede por medio de
errores durante la replicacion del ADN o como consecuencia de dafio al ADN.
Cualquier mutacion puede incrementarse en frecuencia debido a un desvio
genético aleatorio. Cuando un alelo alcanza cierto grado de frecuencia entre la
poblacién, se le refiere como polimorfismo. El umbral para definir una nueva
variante como un "polimorfismo" en vez de "mutacion" es arbitrario, y
normalmente se establece en al menos el 1% de la poblacion (Stucki y
Gagneux, 2013).
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Segun su posicidn en el genoma, los SNPs pueden ser codificantes o no
codificantes; la mayoria (90-96%) de los SNPs del complejo MTB se
encuentran en regiones codificantes. Los SNPs codificantes incluso se pueden
dividir en sinbnimos o0 no sindnimos, esto si dan lugar a cambios en la
secuencia de amino acidos correspondientes. Ya que los SNPs no sinGnimos
suelen tener un mayor efecto sobre el estado bioldgico del organismo (ya sea
de manera benéfica o maligna), se mantienen bajo una mayor presién de
seleccidn, a lo contrario de los SNPs sinénimos que no ocasionan cambios en

el organismo (Stucki y Gagneux, 2013).

De cualquier forma, los SNPs son eventos de rara ocurrencia dentro del
complejo MTB, ya que suceden aproximadamente cada 3 kb en una secuencia
de ADN. Esta baja frecuencia y la limitada transferencia horizontal de genes
dentro del complejo MTB resultan en disminuidos niveles de homoplasia (e.qg.
la ocurrencia independiente del mismo SNP en aislados que no estan
relacionados filogenéticamente). De esta manera, los SNPs representan
marcadores para inferir filogenias y para la clasificacién de cepas. Ademas, los
SNPs tienen utilidad en la medicién de distancias evolutivas entre aislados, por
ejemplo, para estimar el tiempo de divergencia de un aislado de su antecesor
genético. Asi, mientras mas aislados contengan un SNP en particular, mas

antiguo se considera dicho SNP (Stucki y Gagneux, 2013).

El primer paso en la generacién de bases de datos de SNPs se refiere
como el descubrimiento de SNPs, e involucra la secuenciacion comparativa de
multiples genes o genomas completos de dos o mas aislados o cepas de
interés. Una vez que un grupo de SNPs es identificado, estos pueden ser
utilizados posteriormente para analizar aislados adicionales al usar alguna de
las varias plataformas de tipificacibn de SNPs. Es muy importante realizar la

identificacion de SNPs de manera meticulosa puesto que una representacion
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inadecuada puede ocasionar inferencias filogenéticas erroneas (Stucki y
Gagneux, 2013).

La discriminacion de cepas patdgenas es crucial; desde el punto de vista
epidemiologico, la tipificacion molecular contribuye al conocimiento de la
virulencia, transmisibilidad, etc. Ayuda en la identificacion de relaciones no
sospechosas entre casos, nuevos casos Yy casos inusuales de transmision de
la enfermedad. También es util en la evaluacion de la transmision de genotipos

entre animales con o sin nexo epidemiolégico (Robbe-Austerman, 2014).
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[ll. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la participacion de M. bovis en la epidemiologia de la
tuberculosis humana, a través del analisis molecular de aislados de ambas
especies con el uso del método de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
para su genotipificacion.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las infecciones por M. bovis y/o M. tuberculosis en pacientes

sospechosos a la enfermedad.

2. ldentificacion de los aislados obtenidos a partir de pacientes del IMSS,

mediante secuenciacion

3. Determinar la distribucion de los SNPs de los aislados de M. bovis

obtenidos.
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IV. METODOLOGIA

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro, cuyas
instalaciones estan ubicadas en Av. de las Ciencias s/n, Juriquilla, Delegacion
Santa Rosa Jauregui, Querétaro, Querétaro. La duracion del estudio fue de un
afio (octubre del 2013 a septiembre del 2014).

4.1 Origen de las muestras

Diariamente, se obtuvieron muestras de pacientes sospechosos a
tuberculosis del IMSS, ubicado en Av. 5 de Febrero esq. Av. Zaragoza s/n,
Centro, Querétaro, Querétaro. Los criterios de inlcusion fueron: sintomas
respiratorios de mas de 2 a 3 semanas de duracién consistentes en tos,
expectoracion, en ocasiones hemoptoica, dolor torécico y sintomatologia
general (febricula o fiebre, sudoracion, astenia, anorexia y pérdida de peso),

asi como infeccién por VIH y nifios con evidencia de meningitis.

La toma de muestras se realizd por y bajo las instrucciones de personal
capacitado del IMSS en sus instalaciones utilizando vasos estériles con sellado
hermético. Las muestras se trasladaron dentro de una hielera con refrigerantes
y se analizaron inmediatamente al llegar al laboratorio. Se registré informacion
referente al género y edad de cada paciente. Los tipos de muestras incluidas
en el estudio fueron esputo, orina, liquido cefalorraquideo, jugo gastrico, y

liquido pleural.

En total, se recolectaron 2,736 muestras de 1,154 pacientes. La edad
de los pacientes fue desde 0 hasta 90 afios, de ambos hombres y mujeres.

4.2 Prueba de BAAR
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Las muestras se trasladaron al laboratorio donde se prepararon para su
analisis mediante baciloscopia con la prueba de BAAR, mediante la tincién de
Ziehl-Neelsen (Secretaria de Salud, 2003), para obtener el diagndstico de cada
paciente y reportarlo al IMSS.

4.3 Cultivo

Cada serie de muestras de cada paciente se mezcld para conseguir una
solo muestra y esta procesarla para el cultivo. El cultivo se llevdo a cabo
mediante el método de Petroff modificado (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2008), en medios de cultivo Lowenstein-Jensen con glicerol (que
favorece el crecimiento de M. tuberculosis) y Stonebrink adicionado con
piruvato de sodio como fuente de carbono (especializado para M. bovis). Los
cultivos se mantuvieron en horno de incubacion a 37°C durante un periodo de
3 a 6 semanas. La revision de los cultivos se llevd a cabo semanalmente.
Finalmente, las colonias que crecieron en los cultivos fueron analizadas
mediante la tincibn de Ziehl-Neelsen para confirmar la presencia de

Mycobacterium spp.

4.4 Extraccion de ADN de las colonias del cultivo

La extraccion de ADN se realiz6 mediante la técnica CTAB, la cual
incluye lisozima-proteinasa K y fenol-cloroformo para la obtencion vy
purificacion del ADN (Rodriguez-Hernandez et al., 2014). Las purezas
obtenidas estuvieron en un rango de 1.6 a 1.9, y concentraciones promedio de

200 ng/ul. Se consiguieron 21 aislados en total.

4.5 PCR

Se llevé a cabo PCR tiempo real para la identificacion de M. bovis de los

aislados obtenidos. Los oligos utilizados fueron disefiados por el Laboratorio
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de Mycobacterium y Brucella, de los Laboratorios de Servicios Veterinarios, de
la Seccretaria de Agricultura de los EE. UU., especificamente para la deteccion
de M. bovis. La PCR tiempo real se llevd a cabo con oligos disefiados
especificamente para la deteccibon de M. Dbovis; Locus3 F (5-
ATCAGCAGCGATGTGAGCAT-3"), Locus3_R (5°-
GACGGCTACCGGCAAGAC-3)) y la sonda Locus3 Pnew (5-
CGGATGATTGCCAGCGGTTTGC-3"), en un volumen final de reaccion de 20
pl (utilizando 5 pl de ADN). Se utilizo un equipo ViiA7, con condiciones de
ciclado una primera etapa de 1 ciclo a 50°C por 2 minutos, una segunda etapa
de 1 ciclo a 95°C por 10 minutos, y una tercera etapa de 40 ciclos a 95°C por
15 y 60°C por 60 segundos. El reportero fluorescente utilizado fue FAM. El
método de PCR y los oligos fueron disefiados por el Laboratorio de
Mycobacterium y Brucella perteneciente a los Laboratorios de Servicios
Veterinarios, de la Seccretaria de Agricultura de los EE. UU., en lowa, donde
se llevd a cabo esta parte del estudio, asi como la secuenciacién. Se tomaron
como positivos aquellos con valores de Ct entre 25 y 38. Dos de los aislados
resultaron positivos a M. bovis.

4.6 Secuenciacion de los aislados de M. bovis

Se realiz6 la secuenciacion del genoma completo de los aislados de M.
bovis obtenidos. Esta se llevé a cabo con el equipo MiSeq de lllumina, el cual
se basa en la tecnologia de secuenciacién mediante sintesis, con el uso del kit
Nextera XT y el protocolo de Nextera (lllumina, 2012).

La informacion obtenida a partir de la secuenciaciéon fue procesada y
analizada a través de software especializado del NVSL-USDA (Todd Stuber
Pipeline) para determinar y localizar los SNP dentro de las secuencias
obtenidas de cada aislado. Las secuencias fueron comparadas con el genoma
de referencia M. bovis AF2122/97 (Garnier et al., 2003) mediante el programa

"Integrated Genomic Viewer" del Broad Institute (Robinson et al., 2011).
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V. RESULTADOS

Se analizaron un total de 2,736 muestras de pacientes sospechosos a
tuberculosis que acudieron al IMSS de la Ciudad de Querétaro, entre los
meses de octubre de 2013 a julio de 2014; de estas muestras, 2,265 (83%)
fueron esputo, 434 (16%) orina 'y 37 (1%) correspondi6 a otro tipo de muestras,
tales como jugo géstrico, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, y liquido
ascitico, entre otras (Figura 1). Las muestras de esputo también fueron
evaluadas conforme a la consistencia de la muestra, por lo que se dividieron
en saliva y flema, 329 (14.5%) y 1936 (85.5%), respectivamente (Figura 2).

1%

B ESPUTO
H ORINA
OTROS

Figura 1. Tipo de muestras remitidas al IMSS de la Ciudad de Querétaro de octubre del

2013 ajulio del 2014 de pacientes sospechosos atuberculosis para baciloscopia

H SALIVA
N ESPUTO

Figura 2. Muestras de esputo de pacientes con sospecha de tuberculosis remitidas al
IMSS de la Ciudad de Querétaro de octubre del 2013 a julio del 2014, de acuerdo a su

consistencia
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El total de las muestras correspondié a 1,154 pacientes sospechosos a
tuberculosis. La informacion del origen de la muestra fue limitada, la escasa
informacion que se pudo obtener acerca de los pacientes, incluyé género,
edad y origen de los casos; es decir, si el paciente se encontraba hospitalizado
(urgencias) o provenia de consulta externa (Unidad Médica Familiar). En su
mayoria, los casos provinieron de consulta externa (55%), el 22% correspondio
a casos hospitalizados, y de un 23% no fue posible obtener datos. Las figuras

3, 4 y 5 muestran estas proporciones, respectivamente.

u UMF
m SIN DATOS
HOSPITAL

Figura 3. Origen de los casos sospechosos atuberculosis presentados al IMSS de la
Ciudad de Querétaro de octubre del 2013 a julio del 2014

En cuanto a género, 46% fueron mujeres, 43% hombres y del 11%
restante no se pudieron obtener datos de género (Figura 4). En referencia a la
edad, la poblacién se dividi6 en tres grupos etarios principales, de 0 a 30 afos,
de 31 a 60 afios, y de mas de 60 afios de edad. Los porcentajes fueron 50%,

23% y 27% respectivamente (Figura 5).
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Figura 4. Género de los pacientes sospechosos a tuberculosis que remitieron muestras
al IMSS de la Ciudad de Querétaro de octubre del 2013 a julio del 2014

m0-30
m31-60
= MAS DE 60

Figura 5. Grupo etario de los pacientes sospechosos a tuberculosis que remitieron
muestras al IMSS de la Ciudad de Querétaro de octubre del 2013 a julio del 2014

Durante el estudio se analizaron en promedio 2.4 muestras por
paciente, ya que la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SSA2-2013 Para la
Prevencion y Control de la Tuberculosis exige que se recolecten un minimo de
3 muestras por paciente. En total, se obtuvieron 21 pacientes positivos a

tuberculosis, lo cual representa una prevalencia del 1.8% en la poblacién de

57



estudio (Figura 6). Todas las muestras de pacientes que resultaron positivas a
tuberculosis provinieron de esputo (Figura 7). De estos, 17 fueron confirmados
mediante baciloscopia, y los 4 restantes, aunque negativos a la baciloscopia,
fueron positivos al cultivo. Esto quiere decir que la prueba de BAAR tuvo una
sensibilidad de so6lo el 80% (Cuadro 1).

H POBLACION TOTAL  m CASOS CONFIRMADOS

1.8%

Figura 6. Prevalencia de tuberculosis en los pacientes sospechosos a la enfermedad
gue se examinaron en el IMSS de la Ciudad de Querétaro entre los meses de octubre de
2013 ajulio de 2014

Numero de casos

ESPUTO ORINA OTROS
Tipo de muestra

Figura 7. Nomero de casos positivos a tuberculosis por tipo de muestra, obtenidos de
pacientes sospechosos ala enfermedad entre los meses de octubre 2013 a julio 2014
del IMSS de la Ciudad de Querétaro.
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CULTIVO

POSITIVO NEGATI
VO
BAA POSITI 16 1 1
R VO 7
NEGATI 4 0 4
VO
20 1 2
1
SENSIBILI 80%
DAD

Cuadro 1. Tabla de contingencia para determinar la sensibilidad de la prueba de BAAR

contra el cultivo.

En cuanto al género de los pacientes positivos, 6 (29%) fueron mujeres
y 7 hombres (33%), no se pudo obtener datos de los 8 (38%) restantes (Figura
9). Al observar la edad de pacientes, se determin6 que 5 (24%) tenian entre 31
a 60 afnos, y 4 (19%) fueron mayores de 60 afios de edad, del restante no fue

posible obtener datos (Figura 10).

10

Numero de casos
o N b O

MUIJERES HOMBRES SIN DATOS

Género del paciente

Figura 8. Género de los pacientes positivos a tuberculosis presentados al IMSS de la

Ciudad de Querétaro durante los meses de octubre 2013 a julio 2014
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Grupo etario

0-30

0 5 10 15
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Figura 9. Pacientes positivos a tuberculosis presentados al IMSS de la Ciudad de

Querétaro durante los meses de octubre de 2013 a julio de 2014 por grupo etario

Los casos positivos correspondieron principalmente a pacientes
hospitalizados, con una proporcion de 57%, mientras que los casos de
consulta externa tuvieron una proporcioén de 29%, y del 14% no se obtuvo esta

informacion (Figura 11).
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Figura 10. Origen de los casos positivos a tuberculosis presentados al IMSS de la

Ciudad de Querétaro durante los meses de octubre de 2013 a julio de 2014

De los aislados obtenidos (21), se secuenciaron 2 (9%), ya que
solamente se identificaron estos como M. bovis. Los aislados de M.
tuberculosis (18) correspondieron al 85%, lo que significa que del total de
pacientes positivos el 9.5% se encontraban infectados por M. bovis (Figura

12). El genoma de uno de los aislados con referencia 13-1206497FM, tuvo una
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cobertura de identidad del mostré caracteristicas gendémicas posiblemente de
la especie M. terrae, la cual no pertenece al complejo MTBC.

E M. bovis B M. tuberculosis M. terrae

Figura 11. Especies de Mycobacterium spp. provenientes de pacientes sospechosos a
tuberculosis presentados al IMSS de la Ciudad de Querétaro durante los meses de
octubre de 2013 a julio de 2014

Los aislados de M. bovis obtenidos se compararon con aislados
provenientes de bovinos de México, proporcionados por el Dr. Milian, de la
Universidad Autonoma de Querétaro, Laboratorio de Microbiologia, y se
analizaron los SNPs encontrados. Se elaboraron cuadros donde se alinean
estos SNPs para demostrar la relacion genética que existe entre los aislados
provenientes de los pacientes positivos y los aislados provenientes de bovinos
de la region. De igual manera se pudieron comparar con aislados de bovinos
de EE. UU., gracias a la colaboracién del Laboratorio de Mycobacterium y
Brucella, de los Laboratorios Nacionales de Servicios Veterinarios de APHIS
de la Secretaria de Agricultura de los Estados Unidos (NVSL-USDA).

El aislado con identificacion 13-1212317FM, proveniente de uno de los
pacientes positivos a tuberculosis, demostré tener una relacion genética muy

estrecha con aislados de bovino de Aguascalientes. Por otra parte, el segundo
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aislado de origen humano (14-805568FM), demostré estar relacionado
genéticamente con aislados de bovinos del estado de Texas, de EE. UU.
(Anexo 1).

62



VI. DISCUSION

El objetivo principal de esta investigacion consistio en obtener la
proporcion de casos de tuberculosis en humanos ocasionada por
Mycobacterium bovis, en pacientes sospechosos a la enfermedad.
Adicionalmente, se obtuvieron resultados acerca de la prevalencia y los
polimorfismosde (SNP) de M. bovis que demuestran similitud con aislados de

ganado bovino, lo que sugiere la transmision del bovino al humano.

A pesar de los continuos reportes sobre la tuberculosis zoonética, la
relevancia global de M. bovis como agente causal de la tuberculosis humana
minima comparada con la de M. tuberculosis. Es dificil estimar la frecuencia de
infecciones de tuberculosis humana ocasionada por M. bovis puesto que es
indistinguible clinica-, radioldgica-, e histopatoldgicamente de la ocasionada
por M. tuberculosis. Por lo tanto, la Gnica manera de determinar el papel que
cada patégeno sobre la presentacion de la enfermedad es mediante la

identificacion y diferenciacion de especies a traves del diagndstico molecular.

En cuanto a la situacion global de la tuberculosis, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) calcul6 que en el 2013 contrajeron la enfermedad 9
millones de personas y que 1.5 millones fallecieron por esta causa. Dentro de
este mismo reporte, México reporté una tasa de 26 casos de tuberculosis por
cada 100,000 habitantes, la cual es ligeramente mayor que la obtenida en este
estudio donde se encontrdé una tasa de 18 por cada 100,000. Otros estudios a
nivel nacional han reportado tasas de tuberculosis en humanos de 14.5
(Mercado et al., 1992), 51.7 (Garcia-Garcia et al., 1995), 151 (Sanchez-Pérez
et al., 2002), y 5.4 por cada 100,000 habitantes (Higareda de Sales et al.,
2015). Los datos obtenidos de estos estudios varian significativamente ya que
fueron realizados en distintas regiones del pais, aunque Sanchez-Pérez
representa una zona principalmente rural. De igual manera, a nivel mundial la

prevalencia de la enfermedad es mayor en zonas rurales debido a los escasos
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recursos disponibles para su diagnéstico, tratamiento, y vigilancia
epidemiologica (WHO, 2008).

Dentro de los resultados obtenidos, también se puede observar que las
proporciones entre hombres y mujeres fueron de 33% y 29%, respectivamente.
La OMS reporta en México, de igual manera, al género masculino con la mayor
proporcién de casos de tuberculosis con una relacion hombre-mujer del 1.6.
De manera contraria, existen investigaciones donde se le atribuyé a las
mujeres con el mayor niumero de casos de enfermedad (Majoor et al., 2011;
Higareda de Sales et al., 2015). Sin embargo, no se ha reportado diferencia
significativa en cuanto a la presentacion de la enfermedad entre géneros
(Montero-Mendoza et al., 2001). Para esto tal vez sea necesario realizar
estudios que profundicen acerca de la respuesta fisiologica por parte de cada
género para saber si existe susceptibilidad alguna en el organismo de cada
uno, o si los habitos y actividades de cada género pueden ser un factor de

riesgo.

Con referencia a la edad de los pacientes con tuberculosis, en este
estudio se encontrd que el grupo mas afectado se encuentra por arriba de los
31 afios de edad. Incluso algunos autores mencionan que a partir de los 15
afios de edad hay una mayor presentacion de la enfermedad (Higareda de
Sales et al.,, 2014; OMS, 2014; SINAVE, 2012), esto lo atribuyen a varios
factores, tanto que el individuo después de losl5 afios ya se encuentre en
edad productiva puesto que ya puede tener empleo, y como se ha mencionado
antes, la tuberculosis puede ser un riesgo de profesion, como trabajadores de
rastros y establos, principalmente. Aqui cabe recalcar que en este trabajo se
incluyeron muestras de esputo, por lo cual los resultados reflejan la
presentacion pulmonar de la enfermedad. Dicho esto, es razonable inferir que
las personas adultas son mas susceptibles a contraer este tipo de infeccion

debido al mayor contacto que pueden tener con personas y/o animales
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infectados, asi como a factores de riesgo asociados tales como el tabaquismo,

alcoholismo, diabetes, SIDA, drogadiccion, etc.

En el Reporte Mundial sobre la Tuberculosis 2014, la OMS menciona que
M. bovis es responsable por el 3.1% de todos los casos de tuberculosis en
humanos a nivel mundial, pero esto puede estar considerablemente
subestimado. Los casos reportados son principalmente de zonas urbanas o
paises industrializados, mientras que los paises en vias de desarrollo
escasamente o de manera esporadica tienen acceso a recursos para realizar
los analisis de diferenciacion del agente causal debido a su alto costo. Por lo
mismo, en los paises donde aun prevalece la tuberculosis, el diagndstico se
basa en métodos econdmicos como la prueba de BAAR, la cual solamente
determina la presencia de las micobacterias y no diferencia entre M.

tuberculosis o M. bovis.

Investigaciones realizadas en los ultimos afios han logrado demostrar
resultados de tuberculosis humana causada por M. bovis del 4.5% (Laniado-
Laborin et al., 2014), 6% (Milian et al., 2010), 13.8% (Pérez-Guerrero et al.,
2008), 28% (Portillo-Gémez y Sosa-Iglesias, 2011) y 31.6% (Toledo-Ordofiez
et al., 1999) en México, 6.9% en Uganda (Oloya et al., 2008), 5% en Nigeria
(Cadmus et al., 2006), 0.5% en Taiwan (Jou et al., 2008) y entre el 0 y 2.5% en
10 paises de América Latina (de Kantor et al., 2008). En el presente trabajo se
obtuvo una proporcion del 9.5%, la cual es similar a los resultados
mencionados previamente para México, en cuanto a tuberculosis pulmonar.
Sin embargo, es importante mencionar que el tamafio de la poblacién de

estudio en este estudio fue mucho mayor que los mencionados anteriormente.

La deteccion de casos es de vital importancia para el control y prevencion
de la tuberculosis. En la actualidad existen varios métodos de diagndstico,
algunos de mayor sensibilidad que otros, aunque de mayor costo. EI método

mas comun a nivel mundial, y especialmente en paises en vias de desarrollo,
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donde cabe mencionar que la enfermedad tiene prevalencias mas elevadas, es
la baciloscopia. Aunque es el método de menor costo, no siempre es cien por
ciento confiable, ya que se pueden dar falsos positivos, o lo que puede ser
peor, la deteccion de falsos negativos (Lipsky et al., 1984). En este estudio, la
baciloscopia tuvo una sensibilidad del 80% y una especificidad del 99.9%. Es
muy importante para esta enfermedad en especifico la deteccion de los casos
gue son verdaderamente positivos, ya que si algun paciente es dado de alta
como “falso negativo", éste puede diseminar la enfermedad, ademas de que
no recibira el tratamiento adecuado lo cual puede ocasionar su muerte. Los
valores obtenidos aqui son bastante aceptables, pero existen reportes donde
la sensibilidad tuvo una variacion desde un 38-80% (Toledo-Ordofiez et al.,
1999; Swai et al., 2011; Llaca-Diaz et al., 2003; Betancourt et al., 2002). Por
este motivo, es muy importante reiterar que un punto critico en el control de la
tuberculosis radica en la deteccidn de casos. Es muy lamentable que aunque
la tuberculosis sea una enfermedad perfectamente tratable, aliin exista una tan
elevada tasa de mortalidad debido a ella (OMS, 2014).

Del mismo modo, asi como un falso negativo puede resultar catastrofico,
una baciloscopia positiva no siempre indica tuberculosis. Aqui radica la
importancia de solicitar cultivos de manera rutinaria por parte de los médicos
gue sospechan de la enfermedad. La deteccién de bacilos alcohol-acido
resistentes en un frotis tefiido constituye la primera evidencia bacteriol6gica de
la presencia de micobacterias en caso de sospecha de tuberculosis. Sin
embargo, este hecho no debe ser considerado como sin6nimo de tuberculosis
ya que puede indicar, ademas de la presencia de M. tuberculosis o M. bovis, la
de micobacterias no tuberculosas e incluso la de otros gérmenes con
propiedades tintoriales de acido-resistencia, como la Nocardia spp (Laniado-
Laborin y Cabrales-Vargas, 2005). El cultivo proporciona ademas, un meétodo
para la diferenciacion entre M. tuberculosis y M. bovis. Otro punto critico en el
tratamiento y control de la enfermedad, pues M. bovis es naturalmente

resistente al antibiotico pirazinamida, el cual es utilizado como medicamento
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de primera linea para los casos de tuberculosis. En consecuencia, el paciente
no podra mejorar, en consecuencia, el paciente no tendra una mejora, incluso
en casos severos 0 asociacidon con enfermedad que ocasionen una
inmunosupresion, ser una causante de muerte. El tratamiento es de larga
duracion, desde los 3 meses hasta un afo, por lo que es gran importancia dar
el tratamiento indicado desde el inicio. Si de primera instancia no se medica
con los antibidticos que atacaran de manera efectiva al patdégeno, el
tratamiento se prolongara y el paciente, al no ver mejoria, puede entrar en
depresion, desesperacion y abandonarlo. Debido a la estrecha relacién que se
tuvo con el IMSS durante esta investigacion, se pudo observar claramente que
cuando se obtiene un resultado positivo a la baciloscopia, no se realizan
andlisis posteriores para la identificacion del agente causal, lo cual, como ya se

menciono, es muy grave.

El uso de la baciloscopia como el Uunico método para el diagnéstico de
casos sospechosos a tuberculosis, aunque es un requerimiento esencial para
cualquier programa de control contra esta enfermedad, es el motivo por el cual
podria existir un bajo grado de notificacion de casos causados por M. bovis. El
diagndstico por cultivo y la identificacién de especie no se llevan a cabo, y ain
cuando si se realiza el cultivo, M. bovis no crece adecuadamente en medios
Lowenstein-Jensen, el cual es el de mayor uso para el cultivo de muestras
sospechosas a TB. Por esta razdn y para evitar cuestionamientos por parte de
agencias sanitarias, la enfermedad en el humano se notifica simplemente
como TB. Asi, los casos por M. bovis podrian pasar desapercibidos y la

problemética de la TB por M. bovis en el humano persistir.

La proporcion de casos de tuberculosis humana ocasionada por M. bovis
obtenida en este trabajo fue de casi 1 de cada 10 casos positivos a TB. Este
es un dato verdaderamente alarmante si se considera que los reportes
nacionales (SINAVE, 2012) mencionan que la incidencia de la enfermedad ha

disminuido anualmente. En general, se desconoce con exactitud la verdadera
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frecuencia de M. bovis involucrado en las infecciones de tuberculosis humana,
pero este estudio da resultados contundentes en cuanto a la importancia de la
zoonosis. Existe la necesidad de comprender la dinamica de las poblaciones
del complejo M. tuberculosis causantes de tuberculosis en humanos mediante
meétodos que involucran el andlisis de genomas completos, en vez de sélo
enfocarse a ciertos genes o proteinas. Asi, la gendmica comparativa ha
ayudado a obtener un mayor entendimiento sobre la diversidad genética y las
relaciones filogenéticas dentro del MTBC (Mostowy y Behr, 2005). Por lo
mismo, ha sido necesario analizar con detalle los genomas de estos
microorganismos, con lo que se obtiene los SNP. El andlisis de estos
polimorfismos en dos o méas microorganismos incluso puede proporcionar
temporalidad respecto a la evolucion de los mismos. Esto quiere decir que los
SNPs pueden dar, de cierta manera, un camino cronolégico de la transmision

de la micobacteria a través de los hospederos.

Ademas de las cifras ya mencionadas en cuanto a frecuencia y tipificacion
de los casos, los analisis moleculares y filogéneticos lograron establecer una
posible via de transmisién directa del bovino al humano. Con el estudio de los
SNPs obtenidos a partir de las secuencias genémicas de los aislados de M.
bovis de las muestras de esputo de los pacientes positivos a la enfermedad,
para dos de los aislados fue posible encontrar relaciones estrechas a aislados
de bovinos. El aislado 13-1212317FM demostré tener una similitud significativa
con aislados de bovinos procedentes del estado de Aguascalientes, mientras
gue el aislado 14-805568FM tuvo relacién con aislados de bovinos lecheros de
Texas, EE. UU. Ambos aislados fueron obtenidos a partir de esputo, lo cual
indica que la enfermedad del paciente fue de presentaciéon pulmonar. A partir
de esto es posible concluir que la transmision fue directa de bovino a humano
mediante la inhalacion de aerosoles infectados con M. bovis, posiblemente
expulsados por los bovinos. Estos dos casos de tuberculosis zoondtica
correspondieron a hombres en edad productiva (entre 30-60 afios de edad). Es

facil suponer que los trabajadores de ranchos o ganaderos corresponden en su
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mayoria a este grupo de personas, por lo que podemos pensar que los
pacientes pudieron dedicarse a este oficio. Lamentablemente fue muy escasa
y limitada la informacion pertinente acerca de la historia clinica de los
pacientes, por lo que no es posible confirmar el origen, habitos, u ocupacién de

los mismos.

Al clasificar de manera filogenética los aislados de M. bovis provenientes
de pacientes humanos, y de acuerdo a grupos establecidos por la Secretaria
de Agricultura de los Estados Unidos de América (Robbe-Austerman, 2014), el
aislado 13-1212317FM pertenece al Grupo 23, el cual consta principalmente
de aislados de bovinos mexicanos de los estados de Aguascalientes, Sonora,
Baja California, Chihuahua, Sonora, Coahuila, Tamaulipas, y algunos de
EE.UU. como Texas y Nuevo México. Por otra parte, el aislado 14-805568FM
correspondié al Grupo 17, subgrupo B-1, donde se encuentran aislados de
bovinos mexicanos y de estados fronterizos de EE.UU. como Texas y Nuevo
México. El estado de Querétaro, donde se realizé este estudio, colinda con el
estado de México y Aguascalientes, y de manera frecuente es posible que
reciba ganado de estos estados. Existen diversas posibilidades en cuanto al
contagio de los pacientes por M. bovis, ya sea por el contacto directo con el
animal infectado o por ingesta de un producto lacteo contaminado proveniente
del animal y a que la enfermedad fue de presentacion pulmonar, podemos
sospechar que el contagio fue debido al contacto directo con aerosoles del
animal infectado. Sin embargo, debido a la escasa informacién proporcionada
por el IMSS acerca de los pacientes, como origen y ocupacion principalmente,

es imposible confirmar cualquiera de los casos.

Aungue es logico pensar que la diversidad de los aislados de M. bovis se
debe al movimiento de ganado por diferentes regiones, un estudio por Milian-
Suazo et al., en el 2000, trata de explicarlo al mencionar que un analisis de
desequilibrio puede indicar que debido a que la amplia diversidad de genotipos

puede ser ocasionada por mutaciones, esto aunado a que la tuberculosis es
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una enfermedad crénica, la proliferacion de generaciones de micobacterias se
puede dar en un mismo animal, lo que incrementa la probabilidad de que las
mutaciones se acumulen en un solo hato. Pero para confirmar o descartar
cualquiera de las dos posibilidades, son necesarios aiin mas estudios sobre la
epidemiologia molecular de la tuberculosis, tanto en humanos como en

bovinos.

Poner un alto a la transmision de M. bovis hacia el humano por parte del
ganado conlleva una revision de los programas de erradicacion y control de la
enfermedad en los bovinos. Como minimo, deben existir leyes estrictas para la
pasteurizacion de la leche dirigida al consumo humano. Debido a las
consecuencias causadas por M. bovis tanto en la salud publica como en los
animales, los programas de monitoreo de la enfermedad en humanos deberian
ser considerados como prioridad, especialmente en areas donde los factores
de riesgo estan presentes. La existencia de tuberculosis zoonética en estas
areas da lugar a una colaboracion mas estrecha entre las profesiones de

medicina humana y veterinarios para evaluar y valorar la escala del problema.
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VII. CONCLUSIONES

Este es el primer reporte que se realiza en Querétaro sobre la frecuencia
de infecciones de tuberculosis causadas por M. bovis en pacientes del IMSS.
Esta investigacion investigacion resalta varios puntos importantes referentes a
la enfermedad zoonotica causada por M. bovis. En primera instancia establece
la frecuencia de M. bovis en los casos de tuberculosis humana presentados en
el IMSS de la Ciudad de Querétaro, la cual fue de casi 1 en 10 casos, lo cual
es de impacto en la salud humana. A partir de este resultado es importante
recalcar que el diagndstico de la tuberculosis actualmente no incluye el cultivo
y mucho menos la identificacion de la especie infectante (M. bovis o M.
tuberculosis), lo cual puede tener consecuencias bastante severas en la salud

del paciente, asi como en la salud publica en general.

El tratamiento contra la tuberculosis humana incluye medicamentos que
pueden ser efectivos contra una especie del género Mycobacterium pero
completamente ineficaces para otra. Tal es el caso de M. bovis, el cual es
naturalmente resistente a la pirazinamida. Asi que, administrar este
medicamento a personas afectadas por M. bovis ocasiona un retraso en su
recuperacion, mientras que el paciente puede infectar a otros a su alrededor, y
de manera mas grave, la muerte del paciente por diseminacion completa del

agente infeccioso en su organismo.

La identificaciébn de la especie de micobacteria causal es un punto
completamente necesario en el diagnostico de la enfermedad; los recursos en
la actualidad tal vez no son suficientes para realizarlo a cada uno de los
pacientes positivos a tuberculosis, pero si se puede llevar a cabo una breve
investigacion epidemiolégica que ponga cuidadosa atencion sobre factores de
riesgo asociados a estar infectado con M. bovis, como podrian ser la
ocupacion, habitos alimenticios, y lugar de residencia u origen, entre otros, y a

estos pacientes si realizar procedimientos de diferenciacion de especie.

71



Por dltimo, los estudios acerca de la epidemiologia molecular de la
tuberculosis humana y bovina permiten conocer los focos de infeccion y las
regiones donde se necesita poner mas atencion y medidas mas rigurosas para
su control y eliminacién. Por lo tanto, es importante continuar con este tipo de
investigaciones y obtener informacién concreta acerca del microorganismo y

su comportamiento a través de los diferentes hospederos que afecta.
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to de SNPs del aislado 14-805568 comparado con la cepa de

Ineamien

APENDICE 2. Al

referencia AF2122/97.
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