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RESUMEN

El objetivo de este trabajo, fue determinar la estabilidad genética de cepas
de M. bovis en infecciones seriadas en cobayos. Una cepa de M. bovis obtenida
de una lesion de bovino, fue reactivada en dos cobayos y posteriormente, usada
para inocular 3 grupos de 6 cobayos, cada uno en forma seriada: 2 mi de una
suspension de 3 ml de M. bovis en solucién salina, fueron inoculados al primer
grupo de cobayos por via peritoneal, aproximadamente a las 5 semanas los
cobayos fueron sacrificados para tomar muestras de tejidos con lesiones
tuberculosas. Dichas muestras fueron procesadas y cultivadas en medios de
Lowenstein-Jensen y Stonebrink para el crecimiento de M. bovis. Los aislamientos
obtenidos en el medio de cultivo se cosecharon y suspendieron en solucién salina
fisiologica, para ser utilizados en Ia inoculaciéon del segundo grupo de cobayos, y
asi sucesivamente, hasta inocular los 3 grupos. De un total de 18 cobayos, 14
vivieron hasta el momento del sacrificio, todos presentaron algun tipo de lesién en
mayor o menor grado; el organo con las lesiones mas notorias fue el nédulo
mesentérico. El periodo de incubacién fue diferente para los distintos grupos de
cobayos, el del segundo grupo fue mas corto que el del primero (40 dias), y el del
tercero (28 dias) menor que el segundo (36 dias), lo que indicé que las cepas se
fueron haciendo cada vez més patégenas para los cobayos. El aislamiento de M.
bovis en los cultivos Lowenstein-Jensen y Stonebrink a partir de lesiones, se logro
aproximadamente a los 30 dias.

De un total de 14 muestras procesadas, se logro extraer ADN gendémico de
13. Para determinar los patrones genéticos de los aislados se utilizd la técnica de
Spoligotyping. La diferenciacidén de las cepas se realiz6 determinando la similitud
de bandas, de acuerdo a la presencia o ausencia de alguno de los 43
espaciadores previamente fijados a una membrana de nylon. De un total de 13
muestras se obtuvieron 4 grupos genéticos. Los grupos involucrados aislados de
diferentes grupos de cobayos y por conveniencia, éstos fueron nombrados A, B, C
y D. El grupo A incluyé & los aislados G2.3, G3.2, G2.2, G2.1, G1.6 y G1.2, donde
el primer digito indica el nimero del grupo, y el segundo el numero del cobayo
dentro del grupo. Todos estos aislados presentaron idéntico patrén genético. El
grupo B incluyé los aislados G1.4 y G2.4, el grupo C incluyd a los aislados G1.5,
G3.1 y G3.3, y finalmente, el grupo D incluy6 a los aislados G1.3 y G1.1. Como
era de esperarse, la cepa AN5 de M. bovis tuvo mayor similitud genética con los
aislados obtenidos de las lesiones; la cepa H37Rv de M. tuberculosis por su parte,
mostré la mayor disimilitud genética observada.

Los resultados obtenidos mostraron que la diversidad genética de las cepas
de M. bovis observadas en las poblaciones animales, no son necesariamente
debidas a la mezcla de animales de diferente origen; sin embargo, tampoco puede
decirse con certeza que se deba a la presencia de mutaciones no letales que dan
origen a nuevas lineas genéticas. Dada la diversidad genética observada en el
primer grupo de cobayos, es posible que ésta se deba a la presencia de varias
cepas en un mismo tubo de cultivo, o bien, a la presencia de varias cepas en la
lesion del tejido afectado. Otro estudio seria necesario para determinar el origen
de la diversidad genética de cepas de M. bovis, para entender mejor la
epidemiologia de la tuberculosis bovina.
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l. INTRODUCCION
1. Historia.

La tuberculosis es tan antigua como la humanidad. Es una enfermedad que
ha constituido y constituye en la actualidad un problema serio de salud publica,
debido a su alta difusién, a la alta mortalidad y a su caracter socioeconémico,
propio de una infeccion de curso crénico. En 1882, Roberto Koch conmovio al
mundo al anunciar su descubrimiento del “‘germen” de la tuberculosis;
demostrando de la manera mas bonvincente que todas las formas de la
enfermedad se deben a la misma causa: el bacilo tuberculoso (Mycobactenum
tuberculosis) demostré que los animales se enfermaban de tuberculosis al ser
inoculados con cultivos puros de este organismo, obteniendo bacilos idénticos de
los tejidos enfermos de animales. Con la ayuda de Ehrlich, perfeccioné un método
especial de tincion (tincion acido—resistente) para descubrir la presencia del bacila
tuberculoso bajo el microscopio. En 1884 Koch expuso los postulados o leyes
esenciales mediante los cuales se puede probar que un organismo es el agente de
determinada enfermedad, y demostré como habia cumplido estos postulados en
sus estudios sobre la causa de la tuberculosis. Este trabajo dio a la humanidad por
primera vez la explicacién de la causa de una de las enfermedades humanas mas
comunes y mortales y senté las bases racionales para la practica de medidas
preventivas. En 1904 Koch y sus colaboradores prepararon una vacuna a la que
nombraron “Tauruman”, basada en bacilos humanos desecados, sin obtener

resultados satisfactorios. A partir de esto, se han practicado varios tipos de



vacunas atenuadas elaboradas con diferentes variedades de bacilos (Kenneth y

Williams 1982).

2. Zoonosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa de tipo
bacteriano causada por varias especies del género Mycobacterium, caracterizada
por la formacién de tubérculos (lesién patognomonica), de curso cronico y que
puede afectar a todos los érganos de todos los animales vertebrados, incluyendo
al hombre, por lo que se le considera como una zoonosis importante (Rusell et al.,

1980).

La tuberculosis es la principal causa de muerte por un solo agente
infeccioso entre humanos adultos en el mundo (Cosivi et al, 7995). Aunque
Mycobacterium tuberculosis es la causa mas comun de tuberculosis humana, una
proporciéon desconocida de casos es debida a Mycobacterium bovis (Acha y
Szyfres, 1987). En paises industrializados los programas de control de
tuberculosis que dictan la eliminacién de animales reactores a la tuberculina, junto
con la pasteurizacién de la leche han reducido drésticamente la incidencia de la
enfermedad causada por M. bovis en seres humanos y ganado bovino; sin
embargo, en paises en vias de desarrollo, la tuberculosis en animales se
distribuye extensamente, debido a que las medidas de control no se aplican o se
aplican esporadicamente y la pasteurizaciéon se practica raramente (Collins y
Grange, 1983). La correlacion directa entre la infeccién por M. bovis en ganado y

la enfermedad en la poblacién humana ha estado bien documentada en paises



industrializados; mientras que en paises en desarmollo existe poca informacién
disponible en cuanto a factores de riesgo por M. bovis para humanos y ganado

bovino (Cosivi et al., 1995).

La tuberculosis es también la principal infecciéon oportunista en personas
infectadas con el virus del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
(Raviglione et. al., 1995), la gran mayoria de la poblacién que carga consigo esta
doble infeccién, vive en paises subdesarrollados; sin embargo, esta doble
infeccion, SIDA y tuberculosis por M. bovis, ha sido también reportada en paises
industrializados (Houde y Dery, 1988; Boletin Epidemiolégico Semanal, 1995). La
epidemia por infeccion de SIDA en paises subdesarrollados, particularmente en
los cuales la infeccidén por M. bovis esta presente en el ganado y las condiciones
favorecen la transmision zoondtica (animal-humano), pueden lograr que la
“tuberculosis zoondtica” se convierta en una seria amenaza de salud publica para
personas en riesgo. De acuerdo con cifras de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), en 1990 existian 8 millones de casos activos en el mundo, de los cuales
7.6 millones estaban en paises en vias de desarrolio y sélo 400 mil en paises
industrializados (Daborn y Grange, 1993). En ese mismo afo, las muertes por
tuberculosis fueron de alrededor de 2.9 millones de personas y la mayoria de ellas
ocurrieron en paises del tercer mundo. En México, la tuberculosis ha sido
reportada como problema emergente de salud publica (Vaca-Marin ef al.,1999), la
cual ha incrementado su incidencia en 28 Estados de la Republica, en algunos de

ellos hasta en un 100% de un afio para otro, de 1996 a 1997; por ejemplo.



Actualmente la tuberculosis en México ocupa el sexto lugar como prioridad de

prevencion y control por parte de la Secretaria de Salud (1999).

3. Importancia econémica.

De acuerdo a diferentes estudios, en una vaca tuberculosa la produccion de
leche disminuye en promedio del 10% al 18% con respecto a un animal sano,
(Bawinek y Taylor, 1996; Nader y Husberg, 1988). Las pérdidas por decomisos en
mataderos por lesiones macroscopicas compatibles con tuberculosis se calculan
por el porcentaje de animales que sufren decomisos parciales y totales (Latini et
al., 1997; Thoen y Steele, 1995). Cuando la sensibilidad diagndstica de la
inspeccién veterinaria es alta, como ocurre generalmente en los paises
exportadores de came, y hay tuberculosis endémica, esos porcentajes pueden
alcanzar hasta un 5% global, (Bawinek y Taylor, 1996; Nader y Husberg, 1988).
Los animales tuberculosos ganan menos peso a lo largo de su vida, y ello puede
significar una pérdida del 15% en la tasa de conversion alimenticia. La fertilidad
también disminuye en cerca del 6% en las hembras tuberculosas, y en

consecuencia se producen menos temeros por afio (WHO, 1992; WHO, 1993).

Las consecuencias sobre el comercio nacional e internacional de ganado y
de sus productos es evidente e importante para los paises productores
exportadores. Hay un descrédito y las barreras sanitario-comerciales son
facilmente impuestas, pero levantadas con gran dificultad (Thoen y Steele, 1995;
Kantor y Alvarez, 1991, PAHO/MWHO, 1997; PAHOMWHO, 1992). En Meéxico la

tuberculosis representa una barrera no arancelaria para la libre comercializacion



de animales y productos derivados exportados a otros paises. México vende a
Estados Unidos entre 800 mil y un millén y medio de becerros para engorda al
afio, lo que significa un fuerte ingreso a los productores nacionales de ganado, sin
embargo, cuando los inspectores estadounidenses detectan a un animal infectado
toman medidas que limitan el paso de animales provenientes de México, lo que
trae como consecuencia descontrol en el mercado intemo, disminucion de los

precios y sobrepastoreo (Milian, 2000).

4. Agente etiolégico.

Los agentes etiolégicos de la tuberculosis en mamiferos estan clasificados
como miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis, y son: M. tuberculosis,
M. bovis, M. necroti y M. africanum, donde el Ultimo consiste basicamente de un
grupo heterogéneo de cepa; aisladas de humanos en Africa Ecuatrorial (Collins y
Grange, 1987). Los bacilos tuberculosos de humanos y bovinos son de
crecimiento lento, se multiplican por division directa y tienen un tiempo de
generacion de 15 a 20 horas, lo que causa que transcurran de 3 a 6 semanas
antes de que las colonias sean visibles en medios artificiales (Bates y Stead,
1993). Los bacilos estéan formados por proteinas y carbohidratos, y tienen un aito
contenido de lipidos, lo que los hace acido-resistentes (Kuthy y de la Escosura,
1991). Al ser tefiidos por la técnica de Ziehl-Neelsen (fucsina basica con fenol en
calor), los microorganismos se pigmentan de color purpura y se ven facilmente al

microscopio como bacilos alargados y ligeramente curvos (Pacheco et al., 1992).









5. Patogenia.

El bacilo de la TB ingresa al organismo generalmente a través del tracto
respiratorio por inhalacién de material infectante expulsado en la tos de individuos
enfermos. Los aerosoles expulsados de 1 a 5 micrones de tamafio alcanzan el
alvéolo del pulmén. Los bacilos que llegan a los espacios alveolares son primero
fagocitados por macréfagos locales, en pocos dias se multiplican en el macréfago
hasta que éste muere y los nuevos bacilos liberados son ingeridos por otros
macréfagos, y asi sucesivamente, por un periodo de tiempo (Dunlap y Briles,
1993; Pacheco et al., 1992). A esta primera fase de la enfermedad se le conoce
como “Primoinfeccién.” Para que la TB se pueda diagnosticar clinicamente es
necesario que ocurran por lo menos dos exposiciones al agente: la primoinfeccion
mencionada anteriormente y la superinfeccién o reinfeccién. En la primoinfeccion
ocurre la formacién de un proceso pequefo de necrosis e inflamaciéon conocido
como complejo primario o foco de Ghon-Ranke, linfadenitis y linfangitis (Frappe,
1981). Histoldgicamente el foco queda constituido como un nucleo central con
presencia de gérmenes viables y necrosis por caseificacion, una segunda capa de
infiltracién leucocitaria y exudado seroso; finalmente, una tercera capa que es un
halo de edema con exudado seroso. En animales bien nutridos y en estado de
buena salud, este foco primario (foco de Ghon) se llega a calcificar
aproximadamente dos semanas después de su formacién, quedando estéril. En
animales débiles infectados este foco primario queda con gémmenes vivos (foco de
Puhl), de tal forma que el continuo contacto con gérmenes vivos produce un
estado de sensibilizacion o alergia, que se manifiesta en la prueba de la

tuberculina. Este estado de sensibilizacién continua predispone al animal a una



superinfeccion o reinfeccion, la cual se puede dar a partir de los gérmenes ya

presentes en el organismo o gérmenes provenientes del exterior (Frappe, 1981).

6. Inmunidad.

La infeccién causada por M. bovis induce una lenta respuesta inmune en el
huésped, tanto celular como humoral, siendo la respuesta inmune de tipo celular la
de mayor importancia. En cuanto a la respuesta humoral, la produccién de
anticuerpos contribuye a la patogenia a través de la formacién del complejo
antigeno-anticuerpo, que puede subsecuentemente daniar al tejido por activacion
de complemento o inhibir la fagocitosis por macréfagos (Grange, 1994). La
inmunidad mediada por células esta dada por el reconocimiento de las células T a
los antigenos micobacterianos, en asociacién con el complejo de
histocompatibilidad mayor (CMH) . Esta interaccién puede activar la capacitacion
antimicobacteriana por los macréfagos via liberacion de citocinas por las células T.
Posteriormente, los monocitos sanguineos que tienen mayor capacidad
antimicobacteriana que los macréfagos residentes, pueden ser atraidos dentro de
la lesidn (Kaufmann, 1990; citado por Neill, 1994). Asi, la inmunidad mediada por
células puede beneficiar al huésped por iniciacion de un proceso que puede
destruir o inhibir a la micobacteria.

La presencia de micobacterias produce una inflamacion crénica de larga
duracién (hipersensibilidad tardia). En este caso, el estimulo continuo vy
prolongado de tipo quimiotactico hace que lleguen continuamente nuevos
macréfagos y fibroblastos, y que se deposite un exceso de colageno en torno al

foco de irritacion. Pocos neutréfilos o linfocitos son atraidos hacia la lesién; sin






en fases avanzadas de la gestacion, o incluso nacer terneros vivos los cuales en
su mayoria mueren pronto por una tuberculosis generalizada (Hagan y Bruner,
1983; Ocadiz, 1987) o meningea (Fajardo y Valero, 1987).

En cuanto a la presentacion de tuberculosis en glandula mamaria (mastitis
tuberculosa), esta posee una especial importancia ya que representa un alto
riesgo en salud publica, asi como riesgo de diseminacidn de la enfermedad a los
becerros; ademas de la dificultad de diferenciarla de otros tipos de mastitis. Su
rasgo caracteristico es una induracién manifiesta con hipertrofia que suele
desarrollarse, en principio, en la parte superior de la ubre, sobre todo en los
cuartos glandulares posteriores.

Siempre que se sospeche de mastitis tuberculosa es necesaria la palpacién
de los nddulos linfaticos supramamarios. La hipertrofia de los nddulos con fibrosis
del cuarto glandular no indica de forma obligada tuberculosis, pero el
agrandamiento sin induracién de la ubre sugiere tuberculosis o linfomatosis. Mas
tarde aparecen floculos muy finos que sedimentan después que la leche
permanece en reposo, dejando un liquido claro y de color &mbar. Posteriormente,
la secrecién en su totalidad puede consistir en un liquido de color ambar.

En general los signos variaran segun la distribucién de los tubérculos en el
organismo, cuando estos se ubican en pulmones se presentara tos, disnea y
neumonia; si se presenta en nddulos linfaticos, principalmente de cuello y cabeza,
se observara agrandamiento y drenado. Cuando el dafio se encuentre en el
aparato digestivo se va a presentar diarrea intermitente y constipacion, y en las
fases finales habrd emaciacién, disnea respiratoria aguda y muerte (Hagan y

Bruner, 1983; Ocadiz, 1987; Biood et al. 1992).
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8. Resistencia de M. bovis.

En décadas pasadas, algunos autores han mencionado que M. bovis vive
en heces por 5 meses en condiciones de inviernos frios, 2 meses en el verano y
en el suelo hasta por 2 afios (Wray, 1975). Se ha encontrado que el bacilo es
eliminado rapidamente por luz solar directa en unas cuantas horas, pero los
bacilos presentes en pus o en descargas nasales, pueden durar viables por varias
semanas (Maddock, 1933). Datos recientes sugieren que M. bovis desaparece del
medio ambiente mucho mas rapido de lo que se creia (Ministry of Agriculture,
Fisheries and Food, 1979). Estudios experimentales en Australia demostraron que
M. bovis sélo sobrevive por cuatro semanas en suelos hiUmedos a la sombra, en la
oscuridad o en el laboratorio (Duffield y Young, 1985). En Inglaterra, el bacilo no
pudo ser recuperado de pasto contaminado con orina infectada después de los
tres dias, y tampoco de heces infectadas después de 1 a 2 semanas (Ministry of
Agriculture, Fisheries and Food, 1979). La descomposiciéon de las canales
destruye también al M. bovis. En un cadéver dejado en la llanura, se observé que
el nivel de infeccién cae drasticamente después de las dos semanas a grado tal
que después de las 4 semanas el bacilo ya no pudo ser recuperado. En cadéaveres
enterrados el M. bovis no pudo ser recuperado después de las tres semanas. Se
sabe que mientras M. bovis es depositado en heces estériles y suelo almacenado
fuera de la luz solar, puede sobrevivir por varios meses; bajo condiciones

naturales parece morir mucho mas rapidamente (O’ Reill y Dabom, 1995).
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11.5. Pruebas moleculares

En la actualidad, las técnicas moleculares se han convertido en una
herramienta de gran valor en el entendimiento de la epidemiologia de las
enfermedades. En Espafia, las técnicas moleculares recientemente demostraron
una muy particular resistencia a varios antibiéticos por parte de M. bovis, tal fue el
caso de una cepa responsable de un brote en un hospital que afecto al menos 16
pacientes VIH positivos (Zumarraga et al., 1998).

Mediante un andlisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP, por sus siglas en Inglés), demostré el patrén molecular (*huellas
digitales”) de esta linea multirresistente de M. bovis a los antibidticos Y, demostré
ademas que ésta misma cepa fue responsable de otro brote en un segundo
hospital (Zumarraga et al., 1998).

Una técnica conocida como “Spoligotyping” (Cousins et al., 1998) ha sido
introducida para estudiar la epidemiologia de la tuberculosis humana. Esta técnica
consiste de una simple PCR que se basa en la amplificacién del material genético
de la bacteria, de tal forma que una vez amplificado este material y multiplicado, la
técnica detecta ciertas porciones variables dentro del genoma bacteriano y
comienza a estructurar el patrén genético Unico de la cepa analizada; por lo tanto,
la técnica a la vez que hace el diagnéstico de la presencia del agente etiolégico,
también hace la diferenciacion de la especie (M. tuberculosis/M. bovis) y la
diferenciacién de cepas, dentro de cada especie. Utilizando Spoligotyping un
estudio demostré 35 tipos genéticos diferentes de M. bovis, partiendo de 273
aislados (Cousins et al.,1998), muchos de ellos relacionados con el lugar de

origen. Otro estudio encontré que aislados de jabali y venado presentaban el
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IV. MATERIAL Y METODOS

Se trabajé con 3 grupos de 6 cobayos cada uno. Los cobayos fueron de la
raza peruana-Hartley con un peso promedio de 650 g. que fueron colocados en
parejas en cajas de plastico con alimento y bebida suficiente. Para la infeccidn
inicial se utilizé una cepa de M. bovis aislada de una lesién de ganglio linfatico de
un bovino en el Estado de Jalisco en 1996 mantenida en refrigeracion. Previo a la
infeccion inicial, la cepa de M. bovis fue activada por inoculaciéon en 2 cobayos, y
posteriormente aislada en un medio liquido de Middlebrook 7h10, conteniendo
4.16mg de piruvato de sodio/ml enriquecido con 10% (vol/vol) de OADC vy
colocada posteriormente en una estufa de cultivo a 37°C hasta su crecimiento, el
cual se logré a los 32 dias de cultivo. Las infecciones a los cobayos fueron de
manera seriada de la siguiente manera: 2 ml de una suspension de raspado de
cultivo de micobacterias diluido en 3 ml de agua destilada, fueron inoculados por
via peritoneal en cada una de los animales del primer grupo. Aproximadamente
cinco semanas después los animales fueron sacrificados con aplicacion de
cloroformo a vias respiratorias altas. De cada uno de los animales se obtuvieron
muestras de lesiones de higado, bazo y pulmones de donde se hicieron aislados
de M. bovis siguiendo el procedimiento de Payeur et al. (1993)( anexo |). La cepa
aislada de este primer grupo de cobayos fue utilizada para inocular al segundo
grupo; y asi sucesivamente hasta completar los tres grupos. La reactivacién de la
cepa y el aislamiento de M. bovis del primer grupo de cobayos fue realizado en el
Laboratorio de Tuberculosis del CENID-Microbiologia del INIFAP en Cuajimalpa,

D. F. El resto de los aislados fue realizado en el Laboratorio de Bacteriologia del
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Centro Nacional de Servicios de Diagnéstico en Salud Animal de SAGARPA en
Tecamac, Estado de México.

El analisis molecular de los aislados de M. bovis en cada grupo de animales
se realizo utilizando el método de Spolygotyping (anexo Il) en el Laboratorio de
Biotecnologia del CENID-Microbiologia del INIFAP en Palo Alto, D. F. El primer
paso de este andlisis consistié en la extraccion del ADN gendmico de los aislados
obtenidos de los animales infectados; posteriormente se comié una PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para la amplificacién de las secuencias
espaciadoras utilizando los iniciadores DRa y DRb con secuencias: 5’ -GGT TTT
GGG TCT GAC GAC- 3, marcado con banda en la terminacién 5°, y 5 -CCG AGA
GGG GAC GGA AAC-3, respectivamente. La mezcla total para el PCR fue de 50
ul, y se utilizé el siguiente protocolo de amplificacién: 1 ciclo @ 96°C por 3 minutos,
y 20 ciclos a 96°C por un minuto, seguido por 55°C por 1 minuto y 72°C por 30
segundos. En el segundo paso los productos de la PCR fueron hibridados con
oligonucledtidos previamente fijados a una membrana de nylon (38 secuencias
espaciadoras de M. tuberculosis H37Rv y 1 de M. bovis ANS).

Después de la eliminacion del producto que no hibridd, se hizo la deteccién
de la hibridacién del aislado probado con los oligonucleotidos conocidos pegados
a la membrana. El patrén genético de la cepa original fue comparado con el de la
cepa obtenida de la Ultima inoculacién y con lo obtenido en las generaciones
intermedias.

Los patrones genéticos individuales de los aislados fueron utilizados para

calificar la presencia (1) o ausencia (0) de bandas especificas, de acuerdo a las
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'uadro 2. Protocolo experimental para determinar estabilidad de cepas de M. bovis en

infecciones seriadas en cobayos.

Grupo

Adaptacién||Fecha del|Presencia {|Animales ||Duraciénj|Fecha de
(dias) inoculacién [|de signosj/post- de laf|Sacrificio
_post- ] infeccién |linfeccién
'“fecf"”“ muertos (dias)
(dias) ||antes
del
sacrificio
o 0 30/Abril/01 No se Ninguno 41 9/Junio/01
Reactivacion observaron
de la cepa
1° 8 29/Agosto/01 No se 1 cobayo 36 01/Octubre/01
observaron|| 27 dias
2° 8 04/Diciembre 20 1 cobayo 40 13/Enero/02
/01 34 dias
3° 8 13/Marzo/02 17 2 cobayos 30 10/Abril/02
32 dias
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Para el analisis molecular se utilizd spoligotyping, de un total de 13
muestras se obtuvieron 4 grupos genéticos. Por conveniencia los grupos fueron
nombrados A, B, C y D. El grupo A incluyé a los aislados G2.3, G3.2, G2.2, G2.1,
G1.6 y G1.2, donde el primer digito indica el ntmero del grupo y el segundo el
nimero del cobayo dentro del grupo; todos estos aislados presentaron idéntico
patrén genético. El grupo B incluyo los aislados G1.4 'y G2.4, el grupo C incluyo los
aislados G1.5, G3.1 y G3.3, y finalmente, el grupo D incluy6 a los aislados G13y
G1.1. Como era de esperarse, la cepa AN5 de M. bovis tuvo mayor similitud
genética con los aislados obtenidos de las lesiones, de hecho quedo incluida en el
grupo D, la cepa H37Rv de M. tuberculosis por su parte mostré la mayor disimilitud

genética observada en el dendrograma (Figura 4).
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VI. DISCUSION.

Los resultados obtenidos muestran que la diversidad genetica de cepas de
M. bovis se presenta aun cuando no existe mezcla de animales de diferente
origen, lo que difiere con lo reportado por Perumaalla et al. (1996). Dada la
presencia de diversidad geneética en el primer grupo de animales, tampoco se
puede afirmar que dicha diversidad se deba Unicamente a la presencia de
mutaciones no letales que dan origen a nuevas lineas genéticas, como o
mencionan Milidn et al. (2000). La diversidad observada puede venir de dos
situaciones: puede ser el resultado de la generacién de nuevas cepas en el cultivo
o bien de la presencia de varias cepas en la lesion del tejido afectado. Para aclarar
esta situacion seria necesario quiza hacer pases en medio de cultivo separando
micobacterias a partir de una sola colonia, y hacer varios pases en cultivo, y no
hacer el clasico raspado de la superficie del cultivo, donde muchas cepas pueden
estar presentes, dando por resultado la observada diversidad genética. En cuanto
a determinar la presencia de mas de una cepa en el tejido lesionado seria
necesario hacer varios cultivos de una misma lesién y hacer un analisis molecular
de varias colonias en diferentes cultivos. De cualquier modo, la importancia que la
diversidad genética de cepas de M. bovis en las poblaciones animales tiene sobre
la epidemiologia de la tuberculosis, aun necesita de mucha investigacion.

El presente trabajo no estuvo libre de errores, el no haber incluido en el
andlisis molecular la cepa original aislada de la lesién del bovino para compararla
genéticamente con las cepas aisladas del primer grupo de cobayos, para dar
seguimiento al patron genético a través de los grupos y ver qué tanto se mantiene

en los diferentes pases fue obviamente un error.
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Cuadro 3. Organos con presencia de lesiones compatibles a tuberculosis en
cobayos infectados de manera seriada para determinar estabilidad

genética de M. bovis.

ORGANO GRUPO DE GRUPO GRUPO GRUPO

AFECTADO || REACTIVACION 1 2 3
[Piel i 0 | I + L ++++ ]
Bazo [+ [ +++ J[_+x+ ][ _+++ |
[Higado [  +++ i ++ | 0 |
[Puimén Il 0 I+ I ++ ]+ |
Nédulo ++++ ++++ ++++ 0
mesentérico

Tiempo de

crecimiento

(dias) 40 38 33 28

(+) Indica carga de lesiones en cada 6rgano.
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Figura 3. Patron genético (puntos de hibridacién en la membrana de nylon) de
los diferentes aisiados de M. bovis obtenidos con Spoligotyping de tres
grupos de cobayos infectados en forma seriada.
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Figura 4. Dendrograma que muestra los grupos genéticos formados por los
aislados de M. bovis obtenidos de 3 grupos de cobayos infectados en
forma seriada. El primer nimero indica el nimero de grupo y el
segundo el nimero de cobayo dentro del grupo.

(*) Controles correspondientes a M. bovis (ANS) y M. tuberculosis (H37Rv)
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Figura 5. Dendrograma que muestra los grupos genéticos formados con los
aislados de M. bovis; del primer grupo de cobayos. El primer nimero
indica el nimero del grupo y el segundo el nimero de cobayo dentro del

grupo.
(*) Controles correspondientes a M. bovis (ANS) y M. tuberculosis (H37Rv)
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VII. CONCLUSION.

Del presente trabajo se puede concluir que para que la diversidad genética
de M. bovis se presente en las poblaciones no es necesaria la mezcla de animales
y probablemente tampoco se deba unicamente a la generacion de nuevas cepas
como resultado de mutaciones no letales tal como se menciona en la discusion;
sino que también llevandose a cabo una ‘reactivacion” de una infeccién latente
existira considerable diversidad genética, reflejando los diferentes tiempos en que
los animales fueron infectados (Smith and Moss, 1994). Por otro lado, es
necesario un nuevo estudio que permita determinar en donde se origina la
mencionada diversidad de cepas, es decir, si se lleva acabo en el cultivo o en la
lesion.

El método de Spolygotyping es muy conveniente, ya que lleva a una rapida
deteccion y tipificacién directa de cepas de M. bovis, lo cual es esencial para su
aplicacién en programas de control incluso de erradicacion, ya que los resultados
de este método ayudar4n a una mejor comprension de la diseminacion de la

enfermedad.
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ANEXOI

METODO DE AISLAMIENTO DE LAS MICOBACTERIAS

1. Identificacién de cada caso.

2. Limpiar tejido, posteriormente colocario en Hipoclorito de Sodio a 1:1000 en
200ml (se puede mantener toda la noche en esta solucién en refrigeracion).

3. Sacar el tejido y licuar con 50ml de rojo de caldo —fenol, moler por 1 6 2
minutos.

4. Con una pipeta de 10ml, poner 7ml en 5ml de Na OH (hidroxido de sodio) a
0.5 N en un tubo de ensayo con tapén de rosca (no dejar mas de 10
minutos).

5. Anadir gotas HCI (acido clorihidrico) a 1 N hasta que se tome amarillo, unavez
logrado esto, agregarle NaOH a 5 N hasta que se torne en un color rasa
palido.

6. Centrifugar por 2 minutos.

7. Decantar el 90% del liquido.

8. Sembrar con isopo. (tomado de Payeur et al 1993).

Debido a que las muestras pueden contener una flora bacteriana mixta se tratan
con un agente descontaminante (NaOH y HCI ) para reducir el sobredesarrollo
bacteriano indeseable y licuar el mucus. Luego del tratamiento con los agentes
descontaminantes, el acido o el alcali se neutralizan y se continua el
proceso(Koneman et al, 1985).

PREPARACION DEL MEDIO MIDDLEBROOK

Ingredientes Por cada 1000 mi
Agar base Middelbrook 7H-10 (difco 06217) 20.0 gm
Agua destilada con 5ml de glicerina 900.0 mi
Medio enriquecido Middlebrook *OADC (difco 0722) 100.0 ml

* OADC- acido oleico, fraccidén V de albumina bovina, dextrosa y catalasa bovina

Método de preparacion

Mezclar y calentar el agar base 7H-10 junto con el agua con glicerina hasta que
que se logre disolver completamente en solucién. Verter esta en el envase
aspirador cuidando de hacerio asépticamente. Esterilizar en el autoclave a 121°C
por 16 a 20 min. Enfriar a 56° y adicionar enriquecimiento Middelbrook OADC.
Mezclar bien. Distribuir en tubos de ensaye con taparrosca en cantidades de 9 mi;
se dejan los tubos en posicion inclinada para pemitir la solidificacion. Si se utilizan
cajas de Petri deberan ser cantidades de 25ml. E incubar a 37°C por 48 horas
revisando periédicamente su esterilidad.
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PREPARACION DEL MEDIO STONEBRINK MODIFICADO (Leslie, 1972.)

INGREDIENTES Para 1200ml del
Medio

Mezcla de sales

Piruvato de Sodio (Sal pirtvica acida de Sodio) 5.0gm
Fosfato potasico monobasico (KH2PO4) 2.0gm
Agua destilada 300ml
Fosfato Sédico dibasico (NA2 HPO4) aprox. 1.4gm

Para un pH de 6.5
Mezcla del colorante

Cristal violeta 100mg
Verde Malaquita (forma de Oxalato) 800mg
Agua destilada 100ml

Mezcla de huevo

20 huevos enteros, preparados asépticamente 800mi

Esta preparacién sirve para 140 medios

Método de preparacion

Mezclar la solucién de sales hasta que se disuelvan completamente. Ajustar
el pH a 8.5 con fosfato sédico dibasico. Colocar el matraz servidor. Mezclar la
solucién de colorante hasta que esté completamente disuelta, colocarla en el-
frasco con tapa de rosca, esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.
Mantener en refrigeracion.

Preparacién de la mezcla de huevos

Los huevos deben ser frescos, las aves de postura no debieron haber recibido
medicamentos en el alimento o como tratamiento. Remojar los huevos en solucién
de alcohol isopropilico durante 30 minutos. Secar con toallas estériles. Sumergir



en alcohol luna pequeiia parte. Abrir el huevo por la parte estéril y verter el
contenido en el recipiente. Mezclar los huevos hasta que se homogenicen pero
gue no se produzcan burbujas. Agregar la mezcla de colorante a la mezcla de sal
en el matraz servidor. Filtrar los huevos y afadirios a la mezcla en el bote
aspirador, mezclar y homogeneizar. Depositar la mezcla en tubos asépticos.
Inclinar los tubos por 30 minutos a 82°C, enfriar e incubar por 24 a 48 horas
(Payeur et al, 1993).

PREPARACION DEL MEDIO DE LOWENSTEIN-JENSEN

Ingredientes Para 1612 ml de medio
Base de medio Lowenstein 37.29
Glicerina 12.0 ml
Agua destilada 600.0 ml
Huevos completos (Asépticos) 1000 mi
1 NHCL 20.0ml

Método de preparacion

Adicionar el medio base al agua destilada. Mezclar en la batidora hasta obtener
una solucién uniforme. Hervir la mezcla para verterla posteriormente en el
recipiente aspirador conteniendo la glicerina, adicionar el HCL. Esterilizar en
autoclave por 20 min a 121°C y dejario reposar en el cuarto atemperado.

Preparacién de la mezcla de huevos

Los huevos deben ser frescos, las aves de postura no debieron haber recibido
medicamentos en el alimento o como tratamiento. Remojar los huevos en solucién
de alcohol isopropilico durante 30 minutos. Secar con toallas estériles. Sumergir
en alcohol luna pequefna parte. Abrir el huevo por la parte estéril y verter el
contenido en el recipiente. Mezclar los huevos hasta que se homogenicen pero
que no se produzcan burbujas. Agregar la mezcla de colorante a la mezcla de sal
en el matraz servidor. Filtrar los huevos vy afadirios a la mezcla en el bote
aspirador, mezclar y homogeneizar. Depositar la mezcla en tubos asépticos.
Inclinar los tubos por 30 minutos a 82°C, enfriar e incubar por 24 a 48 horas
(Payeur et al, 1993)
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ANEXO Il

EXTRACCION DE ADN GENOMICO
PROCEDIMIENTO:

1. Tomar el cultivo de Lowenstein-Stonebrink y transferir aproximadamente
100mg de peso humedo, a un tubo de microcentrifuga, que contega 400ul TE
1X

2 Activar las bacterias a 80° C y enfriar a temperatura ambiente.

3. Adicionar 50 pl de lisozima , agitar e incubar a 37° C durante 1 hora (este
procedimiento puede dejarse durante toda la noche).

4. Adicionar 75u de SDS 10% / proteinasa K(70ul de SDS 10% mas 5ul de
proteinasa K 10 mg) agitar e incubar a 65° C durante 10 minutos.

5. Adicionar 100ul de NaCl 5M.

6. Adicionar 100ul de CTAB/NaCl (esta solucién debe precalentarse a 65° C)
agitar hasta que la solucién tome una consistencia lechosa. Incubar a 65° C
durante 10 minutos.

7. Adicionar 750 pl de solucién de cloroformo / isoamilico, agitar para hacer uno
solucién homogénea. Centrifugar a 12, 000 g durante 5 minutos.

8 Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo (aproximadamente 600 ul),
teniendo cuidadado de o tomar la fase intermedia, ya sea que esto puede
contaminar el ADN. Transferir en volimenes de 200l .

9. Adicionar 0.6 volumenes de alcohol isopropilico (300p! aproximadamente) para
precipitar los acidos nucleicos.

10. Dejar la mezcla a —20° durante 30 minutos.

11.Centrifugar a 12,000 g durante 15 minutos .

12. Decantar la mayoria del sobrenadante, dejando aproximadamente 20ul por
encima del boton de ADN.

13. Adicionar 1ml de etanol al 70% frio (mantener a —20°)

14.Centrifugar a 12,000g durante 5 minutos. Descartar el sobrenadante. Dejar
20ul por encima del ADN.

15. Centrifugar a 12,000g durante un minuto y decantar cuidadosamente el
sobrenadante.

16. Permitir que el ADN se seque a temperatura ambiente. Mas o menos 20
minutos.

17.Disolver el ADN, en 20ul amortiguador de TE 1X o en agua destilada, puede
ser almacenados a 4° o a —20° hasta su uso en el laboratorio.

18. Para una estimacién rapida de la concentracién de ADN, se puede correr Tul
del ADN en solucién en un gel de agarosa al 1%

19. Corrido de camara de electroforesis a 120 vots durante 35 minutos
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Técnica de Spoligotyping

PCR

1.

9.

Se toman aproximadamente 50mg de muestra en base himeda, a ésta se le
agrega TE (Tris 10 mm, EDTA 1mm, pH 7.4) a ésta suspension se le agrega
Lisozima Sigma Co. (10mg/ml) y se incuba a 37° C durante 1 hora o toda la
noche.

Ala mezcla se agrega 100 ul de SDS 10% y 6 ul de proteinasa K (10mg/m. Se
incuba a 65° C durante 10 minutos.

Se adiciona 100ul de NaCl 5M, se agita y se le agrega 80 ul de CTAB
(CTAB10% en NaCl 3M). Se agita y se incuba a 65° C durante 10 minutos.

Se afiade 750 ul de una solucién de cloroformo alcohol isoamilico (24:1), se
centrifuga a 12,000 g durante 5 minutos.

Se prepara la fase acuosa y se pone en un tubo nuevo, a ésta se le agrega el
60% del volumen de alcohol isopropilico, se deja 30 minutos a -20° C.

La muestra se centrifuga, a 12,000g durante 15 minutos, se decanta el
sobrenadante.

Se agregas alcohol etilico (frio) y se centrifuga a 12,000g durante 5 minutos. El
sobrenadante se deshecha.

Se agrega alcohol etilico absoluto (frio) y se centrifuga a 12000g durante
5minutos. El sobrenadante se separa y se centrifuga de nuevo durante un
minuto.

El tubo se pone en una centrifuga de vacio para secar el ADN.

El ADN se resuspende en 45 ml de agua y se congela hasta su uso en el
laboratorio.

SPOLIGOTYPING.

Todas las soluciones amortiguadoras deben de precalentarse antes de usarse

1. 250ml 2 x SSPE /0.1% SDS 60

2. 500ml 2 x SSPE /0.56% SDS 60

3.

4. 500ml 2 x SSPE. Temperatura ambiente.

500m! 2 x SSPE /0.5% SDS 42

a) Se adiciona 20 ul de producto de PCR a 150 ul de 2 x SSPE /0.1 % SDS
b) Se calienta el PCR diluido durante 10 minutos a 100° C y enfriarlo en hielo

inmediatamente.

c) Se la vala membrana con 250 mlde 2 x SSPE /0.1 % SDS, 5 minutos a 60° C
d) Poner la membrana en el minibloter en forma perpendicular a los

oligonucleétidos aplicados sobre ella.

e) Se remueve los fluidos residuales de los carriles del minibloter por aspiracion.
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1)

Se llena cada carril con los productos de amplificacién (evitando la formacion
de burbujas) e hibridizar durante 60 minutos a 60° C. Evitar la contaminacion
de carriles vecino.

Se remueve las muestras den minibloter por aspiracion y poner la membrana
en un tubo de hibridacion.

Se lava la membrana dos veces en 250ml de 2 x SSPE / 0.5 %SDS durante 10
minutos a 60° C.

Se enfria la membrana a 42° C, para evitar que se inactive la peroxidasa en el
siguiente paso.

Se incuba la membrana con un conjugado de peroxidasa streptoavidina a una
dilucién de 1: 4000 : 2.5 ul de streptoavidina / peroxidasa en 10 ml de 2 x
SSPE /0.5 % SDS, durante 45 60 minutos a 42° C.

Se lava la membrana dos veces en 2 x SSPE /0.5 por 10 minutos a 42° C.

Se enjuaga la membrana en 2 x SSPE a temperatura ambiente.

m) Para la deteccion por quimiluminiscencia, incubar la membrana durante 1

minuto en 20 ml de liquido ECL.

n) Se cubre la membrana con plasticos trasparentes y se expone la pelicula de

rayos X durante 5 minutos.
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