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RESUMEN

La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad causada por
Mycobacterium bovis que afecta al ganado y otras especies, incluyendo al
humano. La TBb es considerada un problema de salud publica, ademas de que es
una barrera no arancelaria para la comercializacion del ganado, principalmente
con los EU, nuestro principal socio comercial, por lo que México tiene una
campafia nacional enfocada a su erradicacion. La técnica de VNTR’'s, es una
herramienta de biologia molecular basada en la PCR util en el diagnéstico y la
genotipificacion de M. bovis, identifica de 6 a 24 loci para establecer similitudes
genéticas en aislados bacterianos, lo que permite determinar la presencia de M.
bovis, asi como establecer rutas de diseminacion y focos de infeccion. El objetivo
del presente trabajo fue comparar los patrones genéticos entre aislados de M.
bovis provenientes del ganado bovino de distintas regiones de México y
determinar su distribucién geogréfica. La PCR se realiz6 con 12 juegos de
iniciadores y los productos fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio para evaluar el tamafio del producto, el cual
indica el numero de copias de cada loci que dan origen al VNTR. Los resultados
muestran que los 467 aislados obtenidos de muestras de bovinos sospechosos a
la infeccion con M. bovis en diferentes estados de México, se asocian en 13
grupos que comparten el genotipo, mientras que al combinar los patrones VNTR's
con el espoligotipo se generaron 17 grupos con relacion genética. El dendrograma
revela que existe tendencia de agrupacion por region, al formarse grupos donde
se encuentran aislados de un solo estado, integrados por dos estados de la
region, sin embargo también se forman grupos con estados de diferentes
regiones. El analisis por VNTR’s revelo un alto poder de discriminacién de 0.99.
La diversidad alelica obtenida para cada uno de los loci fue desde 0.239 hasta
0.857. El loci que presentd mayor poder de discriminacion fue el 2461 (D= 0.857),
seguido de 0577 (D= 0.804), mientras que el 2686 (0.239) obtuvo el mas bajo.

Palabras clave: Genotipificacidbn, Mycobacterium bovis, Tuberculosis, VNTR,
MIRU, loci.



SUMMARY

Bovine tuberculosis (BTb) is a disease caused by Mycobacterium bovis, that
affects cattle and other species, including humans. BTb generate large economic
losses and is considered a risk to public health; in addition it is a non-tariff barrier
to free trade of cattle, mainly with the US, our largest trading partner, so that
Mexico has a national campaign aimed to eradication. Is a molecular biology tool
in the diagnosis and genotyping of M. bovis. VNTR's, a molecular biology tool
based on PCR, identifies 6-24 loci to establish genetic similarities in bacterial
isolates, allowing you to identify the presence of M. bovis and establish
dissemination routes and sources of infection. The aim of this study was to
compare genetic patterns among isolates of M. bovis from cattle from different
regions of Mexico to determine their geographical distribution. PCR was performed
with 12 sets of primers and the products were ran in 2% agarose gel
electrophoresis stained with ethidium bromide to assess product size, which
indicates the number of copies of each loci to generate a specific VNTR. The
results show that the 467 isolates obtained from samples of suspected cattle to
infection with M. bovis in different states of Mexico, were grouped into 13 groups
that share the genotype VNTR's while combining the patterns VNTR's with
spoligotype, 17 genetically related groups were generated. The dendrogram
reveals that there is a tendency to grouping by region, by forming groups which are
isolated from one state, composed of two states in the region, but also form groups
with states in different regions. A general discrimination for VNTR's of 0.99 was
obtained. Diversity results for each of the loci ranged from 0.239-0.857. The loci
that presented the highest discriminatory power was 2461 (D = 0.857) followed by
0577 (D = 0.804), while the 2686 (0.239) had the lowest discriminatory power.

Key words: Genotyping, Mycobacterium bovis, Tuberculosis, VNTR, MIRU, loci.
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|. INTRODUCCION
La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad bacteriana cronica

causada por Mycobacterium bovis, una bacteria patégena intracelular obligada
gue se caracteriza por producir granulomas en diferentes érganos, especialmente
pulmones y nddulos linfaticos de varias especies animales y el hombre (Pollock y
Neill, 2002; Gibson et al., 2004; Lari et al., 2006; Romero et al., 2006). En bovinos
se caracteriza por la formacion de estos granulomas, conocidos también como
tubérculos, en cualquier tejido del cuerpo, aunque las lesiones se observan con
mayor frecuencia en linfonodos de cabeza, cuello, térax y en pulmén (Palmer et
al., 2007; Garcia-Jiménez et al., 2013).

La Campafa Nacional para la Erradicacion de la Tuberculosis Bovina se
basa en la utilizacion de la prueba de tuberculina para el diagnéstico de rutina,
para disminuir la prevalencia de TBb en el ganado bovino. La Norma Oficial
Mexicana NOM-031-ZO0-1995 ordena la eliminacién de animales reactores a la
prueba; sin embargo, el comportamiento epidemioldgico de la prueba ha sido una
preocupacion constante por su irregular sensibilidad (40%-90%) y especificidad
(78%-96%) (Francis et al., 1978; Costello et al., 1997). El porcentaje estimado de
ganado infectado que no reacciona a la prueba de tuberculina esta alrededor del
19% (Neill et al., 1992; 1994a) y con frecuencia los animales que reaccionan no
presentan lesiones en rastro. El desecho de animales falsos positivos es un costo
extra para el productor debido a la eliminacion de animales que se encuentran
libres de la infeccion (Milian et al., 2010), de igual manera, la reincidencia de hatos
previamente saneados genera problemas socioeconomicos y de credibilidad en

las campafias de erradicacion (Wilesmith y Williams, 1987).

El estudio epidemiologico dentro de la microbiologia se enriquecio con la
utilizacién de técnicas de biologia molecular, orientadas a la tipificacién de los
microorganismos con base en sus caracteristicas genéticas. A esta rama de la
microbiologia, cuando se complementa con estudios de relaciones
epidemiologicas, se le denomina epidemiologia molecular. La aplicacion de

técnicas de biologia molecular en la identificacion de micobacterias aisladas a
1



partir de medio liquido o sdélido permite establecer diagndsticos mas rapidos y
confiables. La mayor parte de las técnicas comercializadas se basan en la
amplificacion, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de
secuencias génicas especificas de especies del género Mycobacterium que son
de utilidad para distinguir los miembros del complejo de M. tuberculosis de otras
micobacterias, pero no entre ellos. Algunos de los métodos que se emplean para
el estudio de la epidemiologia molecular de la TB son, el analisis de las Unidades
Repetitivas Interespaciadas de Micobacterias junto con el Numero Variable de
Repeticiones en Tandem (MIRU-VNTR, por sus siglas en inglés) y la
determinacién de espoligotipos (Amadio et al., 2005; Parra et al., 2005; Martinez
et al., 2008; Milian-Suazo et al., 2008).

En este trabajo se determino el perfil genotipico de aislados de M. bovis
mediante la técnica de VNTRs; lo que permitirA comprender con detalle la
epidemiologia de la enfermedad y establecer con ello el origen y las rutas de
infeccion de M. bovis en las regiones estudiadas; estos datos podran ser
considerados para el disefio de nuevas estrategias para el control y erradicacion
de la tuberculosis bovina en demanda del acuerdo binacional México-Estados
Unidos para disminuir la prevalencia de la enfermedad en menos del 0.5% en el

hato nacional.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 Historia de la tuberculosis

La existencia del género Mycobacterium data desde hace mas de 150
millones de afios y se dice que el ancestro de Mycobacterium tuberculosis
coevolucioné con los primeros hominidos hace alrededor de tres millones de afios
(Small, 1999; Ospina, 2001).

Se han identificado acidos nucleicos de Mycobacterium tuberculosis en
momias egipcias de hace 5.000 afios, en India desde hace 3,300 afios y en China
2,300 afios, en Colombia se identificaron micobacterias en restos 0seos y
dentarios de los afios 1200 a 1600 DC, en el departamento del Cauca y en una
momia prehispanica encontrada en el departamento de Santander en Colombia.
Aqui fue posible diagnosticar tuberculosis ya que presentaba las lesiones tipicas
de la enfermedad en los huesos, Mal de Pott y posteriormente fue confirmada por
ribotipificacion 16S, confirmando la presencia de la enfermedad (Rodriguez et al.,
2000; Ospina, 2001; Sotomayo et al., 2004).

Inicialmente la TB fue denominada como “tisis” en la literatura griega.
Hipocrates describié la enfermedad como la mas diseminada de todos los
tiempos, ademéas dijo que casi siempre era fatal y que ocurria mas
frecuentemente en personas entre 18 y 35 afios de edad. Aunque Aristoteles
consider6 la tuberculosis como una enfermedad contagiosa, la mayoria de los
griegos creian que era una enfermedad hereditaria; luego Hipdcrates definié la
tisis como una ulceracién en los pulmones aunado a sintomas como dolor en el
pecho acompafnado de tos, fiebre ligera, y expulsion de esputo con pus y asocio la

enfermedad con malnutricion (Gutiérrez et al., 2005).

En el siglo XVII se inician las descripciones anatomo-patoldgicas de la
enfermedad, se describen los tubérculos que estaban siempre presentes en los
pulmones y el nombre de tisis es sustituido por tuberculosis (Palomino et al.,
2007), ademas se describen tres fases de la enfermedad: inflamacion, ulceraciéon

y tisis (Herzog, 1998). En 1546, se explica la naturaleza contagiosa de la

3



enfermedad en el libro De Morbus contagiosus, en donde se explica que es
causada por particulas que podian sobrevivir fuera del cuerpo por afios (Sledzik y
Bellantoni, 1994). En 1970 Benjamin Marten habla del contagio de la TB por
pequefias criaturas vivas que entran al cuerpo y causan TB, ademas plantea que
las personas que viven muy cerca de un enfermo, que duermen en la misma
cama 0 que conviven con €l son susceptibles de sufrir también la enfermedad
(http://www.state.nj.us/health/cd/tbhistry.htm).

En 1882, Robert Koch hizo su mas famosa presentacion en Berlin acerca
de la etiologia de la TB (Die aetiologie der Tuberculose), el utiliz6 un medio de
cultivo compuesto de papa y agar para obtener microorganismos puros, y ademas
desarrollo nuevas metodologias para la tinciébn de bacterias basadas en azul de
metileno para evidenciar la bacteria (Koch, 1882; Koch, 1891; Kaufmann y
Schaible, 2005).

2.2 Caracteristicas Generales de la tuberculosis

El género Mycobacterium pertenece al filo Actinobacteria, Clase
Actinobacteria, Orden Actinomicetales, Suborden Corinebacterinae, y tiene su
propia familia, la Micobacteriaceae (Murray y John, 2005). La caracteristica comun
del género es que son bacterias gram-positivas, acido alcohol resistente, tiene
forma de varilla delgada, es inmovil, aerobia, de crecimiento lento y no tiene la
capacidad de la esporulacién. Los estandares minimos para la asignacion de una
cepa al género Mycobacterium incluye ADN con el contenido de G+C en un rango
de 61 a 71%, y sintesis de una cadena larga de acido micdlico que contenga entre
60 y 90 atomos de carbono que se adhieren del C22 al C26 esteres metilicos de
acidos grasos (Lévy-Frébault y Portaels, 1992). Las micobacterias patdgenas
contienen una estructura capsular que protege a la bacteria de actividades
microbicidas de los macréfagos y también contribuye a la barrera de
permeabilidad de la envoltura celular micobacteriana (Daffé y Draper, 1998;
Rastogi et al., 2001).


http://www.state.nj.us/health/cd/tbhistry.htm

A través de los afios se han elaborado numerosas clasificaciones de este
género, dentro las cuales la que se aplica mas facilmente es aquella que divide a
las micobacterias en dos grupos: micobacterias no cultivables o dificiles de cultivar
y las cultivables, dentro de esta Ultima se establece una subdivision en bacterias
de crecimiento rapido (colonias visibles en medios de cultivo sélido en menos de 7
dias) y las de crecimiento lento (colonias visibles en mas de 7 dias) (Romero,
2012).

Dentro del grupo de micobacterias de crecimiento rapido se encuentra la
mayoria de especies saproéfitas de vida libre a las que se les conoce como
“‘micobacterias ambientales”, “micobacterias atipicas” & “micobacterias no
tuberculosas”. Por otra parte, en el grupo de micobacterias de crecimiento lento se
encuentran las de mayor importancia veterinaria y de Salud Publica (Figura 1)
(Biet et al., 2005).

Micobacterias de crecimiento réapido

M. asialicun

caneth
tuberculosis
. africoanum
. microl
. pinnipedi
. caprae
. bovis

Complejo M. wberculosis
M leproe
M. szuiga

M. maimoenses

Tz

BCG
M. gasin/kansass V=N

Figura 1. Arbol filogenético basado en el analisis del gen ribosomal 16S del grupo de micobacterias
de crecimiento lento. Se demuestra que el complejo tuberculosis incluyendo M. tuberculosis y M.
bovis difieren genotipicamente del complejo Mycobacterium avium-intracelular (Modificado de Biet
et al., 2005).



2.3 Epidemiologia de la tuberculosis

La tuberculosis sigue siendo un grave problema de salud publica a nivel
mundial, especialmente en continentes como Asia y Africa en donde las
condiciones socioeconémicas favorecen la transmision de la enfermedad y las
tasas de incidencia alcanzan los 363 casos por 100,000 habitantes. Para el afio
2006 se reportaron 9.2 millones de casos nuevos de la enfermedad, con una tasa
de incidencia de 139 por 100,000 habitantes, con 1.7 millones de muertes para
este mismo afio; de estos, 0.7 millones de infectados eran pacientes con VIH y 0.2
millones de estas muertes se presentaron en este mismo grupo de poblacion
(WHO Report, 2008).

Se estima que a nivel mundial una de cada tres personas esta infectada
con Mycobacterium tuberculosis. La tuberculosis es la responsable del 2.5% de la
carga de enfermedad global, se estima que el nUmero total de casos nuevos a
nivel mundial alcanza los 14.4 millones de personas infectadas, de 0.5 millones de
casos, se estiman 25 causados por MDR TB (Tuberculosis multirresistente a
drogas). El 75% de las personas infectadas con TB se encuentran en edad
productiva, de 15 a 59 afios, afectando principalmente mas a los hombres que a
las mujeres; sin embargo, la TB causa mas muertes en mujeres jovenes que
todas las causas de mortalidad materna juntas (OMS, 2004; WHO Report, 2008).

En 1993, la tuberculosis fue declarada por la OMS como emergencia
sanitaria mundial, debido al aumento sostenido del nimero de casos en los
ultimos afios y a algunos macroindicadores que le confieren a la enfermedad esta
caracteristica de emergencia mundial como son: la tercera parte de la poblacion
mundial esta infectada con el bacilo, de los cuales uno de cada 10 personas
desarrollara la enfermedad; mas de la mitad de las personas moriran a causa de
la enfermedad si no reciben tratamiento oportuno; por cada persona infectada con
el bacilo, se infectan aproximadamente de diez a quince personas en el lapso de
un afio. Cada dia 20,000 personas desarrollan tuberculosis y de ellas 5,000
mueren por su causa. Entre las enfermedades de etiologia infecciosa, la

tuberculosis es la segunda causa de muerte a nivel mundial, se estima que entre
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el 2000 y el 2020 se infectardn cerca de un billébn de personas, de las cuales
moriran aproximadamente 200 millones si no se aplican medidas eficaces para el
control de la enfermedad (WHO Report, 2008).

2.4 Caracteristicas generales de M. bovis

M. bovis es el agente etioldgico de la tuberculosis bovina, pero se sabe
que tiene una amplia gama de hospederos entre los miembros del CMTB. En
1898, el patologo Theobald Smith mostré que el bacilo de la tuberculosis aislado
de humanos y aquellos aislados de ganado diferia en su capacidad de infectar
diferentes especies animales (Smith, 1898); a pesar de la aceptacion de que M.
bovis es diferente de M. tuberculosis, no fue hasta 1970 que M. bovis fue

oficialmente reconocido como especie (Cuadro 1) (Karlson y Lessel, 1970).

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica de M. bovis (Karlson y Lessel, 1970).

TAXON NOMBRE
Reino Bacteria
Filo Actinobacteria
Orden Actinomycetales
Suborden Corynebacterineae
Familia Mycobacterineae
Género Mycobacterium
Especie M. bovis

M. bovis tiene forma bacilar estructurada morfolégicamente por una pared
celular y una membrana celular, contiene ribosomas, mesosomas, vacuolas,
nacleo, nucléolo y granulos (Figura 2). Considerando el rango de tamafos propios
del género, puede resultar corto y relativamente grueso cuando se observa en
frotis tefiidos con Ziehl-Neelsen, o bien moderadamente largo, delgado y
formando cadenas en las preparaciones obtenidas a partir de medios de cultivo
(Timoney et al., 1988). Al igual que las demas micobacterias son acido-alcohol-
resistente. Esta caracteristica se debe a que su pared celular contiene lipidos de
alto peso molecular que las hace impermeables a los colorantes habituales de
anilina, por lo que no se pueden apreciar con claridad en la tincion de Gram, por lo

gue para poder visualizar este bacilo es necesario utilizar colorantes arilmetanos
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con los que una vez tefiidas no se decoloran (Prat et al., 2003; Lopez et al., 2006;

Dorronsoro y Torroba, 2007).

El bacilo es resistente a los acidos, los alcalis y a la desecacion, puede
sobrevivir varios meses en ambientes frios, particularmente en condiciones de
humedad, oscuridad y bajas temperaturas. En invierno perdura por 5 meses en
las heces y en verano por 2 meses (O’Reilly y Daborn, 1995), es sensible a la luz
solar directa, rayos UV, temperaturas mayores a los 70°C y a desinfectantes
organicos como el fenol y los cresoles (Vadillo et al., 2002; Falkinham, 2003). En
condiciones de laboratorio, requiere una incubaciébn de 4 a 8 semanas para
producir colonias visibles, las cuales son lisas, redondas e irregulares, presentan
un crecimiento disgonico y no producen pigmentos carotenoides (no cromégenas)
(Lake et al., 2002). Debido a su exigencia nutritiva no crecen en medios de cultivo
simples, el de eleccion es Stonebrick ya que el piruvato sodico beneficia su
crecimiento (Rebhon et al., 1999; Prat et al., 2003).

PARED
MEMBRANA CELULAR

_RIBOSOMA

MESOSOMA
gapm—

__NUCLEO
NUCLEOLO

_GRANULO

Figura 2. Estructura morfoldgica del bacilo Mycobacterium bovis (Tomado de Hermoso de
Mendoza, 1992).



La membrana externa esta formada principalmente por fosfatidil-inositol
manosidasa, lipomanano, lipoarabinomanano (LAM) y otros componentes. La
pared celular se compone de un nucleo interno de &cidos micdlicos,
arabinogalactano, peptidoglicano y lipoarabinomanano (Crick et al.,, 2001).
Contiene lipoproteinas y lipoglicoproteinas de superficie, algunas se han asociado
a la virulencia del bacilo, sin embargo, hay muchas otras que aun tienen una
funcion desconocida (Wolfe et al.,, 2010). La membrana celular tiene las
caracteristicas biolégicas y bioquimicas de cualquier membrana, aunque en las
micobacterias los derivados de los fosfolipidos se caracterizan por estar altamente
glicosilados, dando lugar a moléculas como el LAM, que tienen un papel
fundamental en la patogénesis de la enfermedad (Gorocica et al., 2005). Los tres
principales tipos de AM que produce el M. bovis son el alfa micolato,
metoximicolato y ketomicolato (Barry et al., 1998), éste tipo de acidos grasos
consta de 90 &tomos de carbono, formando una rama larga, llamado
meromicolato y una mas corta rama-a (Niederweis et al., 2010). Estan unidos
covalentemente al PG por un polimero de arabinogalactano (D- arabinosa y D-
galactosa) (Brennan y Nikaido, 1995). Aunque el genoma de los bacilos parece
codificar para mas de 100 proteinas de membrana externa, sélo unas pocas han
sido identificadas y caracterizadas; la porina MspA es necesaria para el transporte
de moléculas y la OmpAtb se requiere para la virulencia (figura 3) (Niederweis et
al., 2010).
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Figura 3. Componentes de la pared celular de micobacterias (Modificado de Park y Bendelac,
2000).

2.5 Hospederos de M. bovis
Algunas especies animales Unicamente son suceptibles a la infeccién por
un solo tipo de micobacteria, pero otras pueden infectarse con dos o hasta tres

tipos. M. bovis es el mas comun ya que produce infecciones graves en el hombre
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y en todos los animales domésticos, exceptuando las aves (Gillespie y Timoney,
1983).

Los principales animales hospederos de M. bovis son especies de la
familia Bovidae, incluyendo la subfamilia Bovinae y caprinae. El patégeno ha sido
aislado con mas frecuencia en ganado doméstico (Bos taurus) pero también de
varias otras especies de la familia Bovidae, incluyendo varias especies de bisonte,
bafalo y antilope (cuadro 2) (Clancey et al., 1977; Bengis et al., 1996; Radunz,
2006; Wobeser, 2009; de Garine-Wichatitsky et al., 2010 y Himsworth et al.,
2010).

La tuberculosis bovina en animales salvajes ha sido descrita en todo el
mundo, sin embargo, es variable entre paises y depende de las diversas
condiciones epidemiolégicas y medioambientales. Los miembros del CMTB,
principalmente M. bovis, han sido aislados en una amplia gama de especies tales
como bdfalos, bisontes, cabras, caballos, camellos, cerdos, jabalies, ciervos,
antilopes, perros, gatos, zorros, visones, tejones, hurones, ratas, primates, llamas,
kudus, elanes, tapires, alces, elefantes, sitatungas, érices, addaxes, rinocerontes,
zarigleyas, ardillas de tierra, nutrias, focas, liebres, topos, mapaches, coyotes y
varios depredadores felinos como el ledn, el tigre, el leopardo o el lince, entre
otros (O’Reilly y Daborn, 1995; Romero et al., 2008; Thoen et al., 2009; Kaneene
et al., 2010; Good y Duignan, 2011). Las consecuencias que tiene esta infeccion
en animales salvajes se centran en tres aspectos fundamentales: 1) el papel de
estas especies como reservorio de la infeccion para los animales domeésticos; 2) la
morbilidad y la mortalidad que la infeccion puede causar en la poblacidon salvaje,
especialmente en las especies protegidas y en peligro de extincion, y 3) el posible
impacto en Salud Publica (Fritsche et al., 2004).

Los animales domésticos y de vida libre pueden ser considerados tanto
reservorios o no reservorios de la tuberculosis bovina (Morris y Pfeiffer, 1995). En
los reservorios, la infeccién persiste en la especie afectada sin ninguna fuente de
reinfeccion externa y pueden también ser la fuente de infeccion de otras especies
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animales. En un hospedero no considerado reservorio, la infeccion no persiste
indefinidamente a menos que haya una reinfeccion por parte de otras especies
(domésticos o salvajes). Sin embargo, en muchas ocasiones M. bovis se ha
transmitido del ganado bovino a una especie salvaje susceptible mediante una
especie no reservoria. El hospedero no reservorio puede ser considerado el
hospedero final y no tener implicacion en la transmision de la enfermedad, o
puede actuar como hospedero transmisor de la misma a otras especies animales
salvajes o , incluso, volver a los animales domeésticos. Por lo tanto, tanto el
reservorio como el hospedero no reservorio pueden actuar como vectores de la
enfermedad (Palmer, 2007).

El papel de los animales salvajes en el mantenimiento y transmision de la
infecciobn por M. bovis al ganado representa un problema en el control de la
infeccion en Europa (Wilson et al., 2009) y Norte América debido a que pueden
infectarse por via oral o respiratoria como se reporta en el cuadro 2.

Cuadro 2. Distribucién y vias de transmisién de M. bovis en hospederos de vida libre
(Biet et al., 2005).

ESPECIES VIA DE PAISES
TRANSMISION

Bufalo africano Respiratoria Uganda
Babuino Oral / Respiratoria Kenia
Tejon Respiratoria Irlanda, Inglaterra
Bisonte americano Respiratoria Estados Unidos de América, Canada
Oso negro Oral Estados Unidos de América
Lince Oral Estados Unidos de América

Zarigleya Australiana
Guepardo o Chita
Coyote

Ciervo comun

Jabali

Hurdn

Gran kudu
Leopardo

Ledn

Mapache

Zorro Rojo
Facéquero Oriental
Venado cola blanca

Respiratoria
Oral / Respiratoria
Oral
Oral / Respiratoria
Oral

Oral
Oral / Respiratoria
Oral / Respiratoria
Oral / Respiratoria
Oral
Oral
Oral / Respiratoria
Oral / Respiratoria

Nueva Zelanda
Sudafrica
Estados Unidos de América
Nueva Zelanda
Italia, Espafia, Australia, Hawai, Nueva
Zelanda
Nueva Zelanda
Sudafrica
Sudafrica
Sudafrica
Estados Unidos de América
Inglaterra, Estados Unidos de América
Uganda
Estados Unidos de América, Canada
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En Europa occidental, Canada y Estados Unidos, la infeccion se ha
reducido a niveles inferiores al 0.1 % (Reviriego Gordejo y Vermeersch, 2006;
United States Department of Agriculture, 2009; Wobeser, 2009; Koller-Jones,
2010). Centro América, con excepcion de Nicaragua y el Caribe, tiene porcentajes
de animales afectados muy bajos (menos del 1%) (Abalos y Retamal, 2004; de
Kantor y Ritacco, 2006), estando Cuba libre de la enfermedad (Abdala, 1998). Los
mayores niveles de infeccidn se encuentran en América del Sur (de Kantor y
Ritacco, 2006); en buena parte del territorio de Africa y ciertas partes de Asia, con
prevalencias del 1% o superiores, las cuencas lecheras son las mas afectadas
(Cosivi et al., 1998).

La tuberculosis bovina tiene un gran impacto en el bienestar animal y en la
conservacion de la biodiversidad, misma que se ve afectada por el riesgo a la
supervivencia de especies en peligro de extincion (Daszak et al., 2000; McCallum
y Hocking, 2005; Littin y Mellor, 2005). La presencia de M. bovis genera un
aumento en la morbilidad y la mortalidad en las poblaciones de animales salvajes.
Este evento puede tener efectos catastréficos en la conservacion de pequefias
especies protegidas en los que la muerte de un individuo podria representar la
pérdida de la especie. En Europa, la escasa poblacion del protegido lince ibérico
(Lynx pardinus) podria estar en peligro debido a la vulnerabilidad de esta
poblacion a la tuberculosis bovina, incluyendo otras causas de mortalidad (Briones
et al., 2000; Pérez et al., 2001; Aranaz et al., 2004).

2.6 Patogenia de M. bovis

Es importante sefalar los conceptos de animal infectado y animal
enfermo. Un animal infectado es aquel que ha estado en contacto en algin
momento con las micobacterias incluidas en el CMTB y que, debido a ello, su
sistema inmunoldgico responde frente a los antigenos de estos patégenos en una
segunda exposicion. Un animal enfermo es aquel que presenta sintomatologia y/o
lesiones compatibles con la tuberculosis y, por lo tanto, puede estar excretando el

bacilo y transmitiendo la infeccion a otros animales. La reaccion de un animal a
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las pruebas inmunoldégicas indica infeccidon y no necesariamente desarrollo de la

enfermedad (Romero, 2012).

M. bovis es un bacilo intracelular facultativo que tiene la capacidad de
sobrevivir dentro de los macrofagos, esto gracias a que se inhibe la fusién
fagosoma-lisosoma, por lo que el bacilo no es digerido y queda en estado de
latencia (Aldwell et al., 2001).

Debido a que la transmision se produce principalmente por via aerégena,
la exposicion a los aerosoles esta considerada como la ruta mas frecuente para la
infeccion de los animales (Menzies y Neill, 2000). Sin embargo, la infeccién por la
ingesta de material contaminado también puede ocurrir (Goodchild y Clifton-
Hadley, 2001). En la zona donde se establece el foco primario de infeccion se
produce una lesién muy simple, consistente en una pequefia zona necroética que
acumula bacilos vivos y muertos, rodeada de una capa de macrofagos. A partir de
la cual la micobacteria pasara por via hemolinfatica a los nédulos linfaticos (NL)
regionales donde se desarrollan las lesiones, quedando constituido el complejo
primario de Ranke (Hermoso de Mendoza, 1992). Esta lesion primaria junto con el
nodulo linfatico regional es denominada como “el complejo primario”. En el foco
infectado los macréfagos y las células epiteliales se aglutinan entre si para formar
a las células gigantes de tipo Langerhan, para de esta forma retener a los bacilos
y que no afecten a otros érganos. Al utilizar este mecanismo de contencion de la
infeccion, se promueve el desarrollo del granuloma, proceso en el cual participan
linfocitos, células plasmaticas y monocitos. Si el proceso inflamatorio se vuelve
cronico, el tejido circundante presenta una lesion con fibrosis periférica y necrosis

caseosa central (Bryson et al., 1994).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad, natural o producida
experimentalmente, estan influenciadas por varios factores como son: 1) la ruta de
infeccion o inoculacion, 2) los factores derivados del hospedero, principalmente la
calidad de la respuesta inmune desarrollada, 3) la virulencia de la cepa de
microorganismo, y 4) la dosis recibida (Neill et al., 1994b).
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Otros factores como la edad del animal, su comportamiento o el sistema
de produccion influyen en la patogénesis de la enfermedad. En general, los
animales jovenes desarrollan lesiones mas severas que los adultos (Martin-
Hernando et al., 2007). Ademas, la enfermedad es mas frecuente en vacas
lecheras debido al hacinamiento y un mayor periodo de vida y estrés productivo
(Ramirez-Villaescusa et al., 2010). Sin embargo, los hatos de produccion carnica
pueden verse afectados con alta morbilidad si entran animales infectados y

comparten el mismo bebedero.

La virulencia de las cepas depende de una serie de complejas
interacciones entre los microorganismos y el hospedero (Collins, 2001). Los
bacilos contienen unos factores de virulencia, algunos de ellos asociados a los
lipidos de la pared celular, que le permiten contrarrestar las defensas del
hospedero, multiplicandose en el punto de entrada antes de su diseminacion a
otros o6rganos. Cuanto mas virulenta sea una cepa, mas tiempo continuara

creciendo en el pulmén, aunque comience una resistencia en otros 6rganos.

La dosis de infeccion también afecta a la distribucion y severidad de las
lesiones. La dosis minima de infecciébn depende en gran medida de la ruta de
infeccion. En numerosos estudios realizados en cobayos a la infeccién por via oral
requiere dosis infectivas muy superiores a las requeridas por aerosoles. De hecho,
dosis tan bajas de 1-5 bacilos pueden producir infeccion mediante la via

respiratoria (Neill et al., 1991; Johnson et al., 2007).

2.7 Genoma de M. bovis

La secuencia completa del genoma de M. bovis fue publicada en el afio
2003 por Garnier et al. Este es un genoma circular de 4,345,492 pares de bases
gue contienen aproximadamente 4 mil genes (figura 4). Las especies gque integran
el CMTB se caracterizan por presentar una homologia a nivel nucleotidico del
99,95% en su genoma, con una proporcibn elevada de bases G+C
(aproximadamente el 65%), y poseer una secuencia idéntica entre estas especies
en la subunidad ribosomal 16S (Boéddinghaus et al., 1990; Sreevatsan et al., 1997,
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Brosch et al., 2002). Sin embargo, estas especies difieren ampliamente en la
preferencia de hospedero, fenotipos y patogenicidad. La identificacion de estas
especies se ha realizado basandose en sus caracteristicas fenotipicas, existiendo
una amplia lista de pruebas bioquimicas, tales como la reduccion de nitratos, la
produccion de niacida o la resistencia a la pirazinamida, y las propiedades de

cultivo que ayudan a discernir entre varias especies de micobacterias (Rastogi et

al., 2001).
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Figura 4. Representacion esquematica del genoma de M. bovis. El circulo negro exterior muestra la
escala en Megabases, donde 0 representa el origen de replicacién. Los siguientes dos circulos
moviéndose desde el exterior muestran las hebras sentido y antisentido de las secuencias
codificantes. A continuacién, se muestran las comparaciones con la secuencia de M. tuberculosis
H37Ry; las transiciones en amarillo y transversiones en verde, las inserciones (rojo,1 pb; negro>1
pb) y deleciones (azul oscuro, 1 pb; azul claro >1 pb); las secuencias reemplazadas por nuevas
regiones en M. bovis son mostradas en purpura. Los elementos IS y fagos se muestran en el
siguiente circulo, con el contenido de G+C y luego finalmente se muestra la polarizacién de GC (G-
C)/(G+C) (Tomado de Garnier et al., 2003).
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2.8 Identificacion molecular de M. bovis

La identificacion y caracterizacion de los aislados de micobacterias
anterior a la década de los 90 se realizé principalmente mediante técnicas
fenotipicas, y fue a partir de los aflos 90 cuando comenzé la aplicacion de
técnicas basadas en el estudio del ADN de las bacterias gracias a los avances en

el campo de la biologia molecular (Romero, 2012).

La necesidad de técnicas moleculares que permitan la diferenciacion
molecular de las micobacterias es evidente. La aplicacion de estas técnicas ha
sido muy importante ya que ayudan a determinar el origen de los brotes, a
comprender el vinculo entre los distintos brotes, a mostrar las relaciones entre los
casos de tuberculosis en animales domésticos y salvajes, o incluso a identificar la

fuente de infeccién en humanos (Romero, 2012).

La genotipificacion de las micobacterias se basa en el principio de la
estabilidad genética por su reproduccion asexual, donde una bacteria da origen a
clonas. La rastreabilidad con el principio de estabilidad genética, permite
determinar si un animal recientemente introducido es el causante de un brote de
tuberculosis, si el brote deriva de reactivacién de una infeccion latente o proviene
de la infeccién de fauna silvestre. La genotipificacion requiere de marcadores
polimorficos que permitan identificar diferencias entre cepas, estos también
pueden llegar a detectar polimorfismos y distinguir entre cepas como clonas
diferentes (Acosta et al., 2009).

Gracias a la secuenciacion total del genoma de M. tuberculosis se han
identificado diversos marcadores genéticos utilizados para la caracterizacion y la
diferenciacion de cepas que infectan personas en un periodo de tiempo
determinado, los cuales facilitan la caracterizacion de las cepas sin tener que
realizar la secuenciacion completa de las bacterias, lo cual constituye un ahorro
en costos y tiempo. El método estandar para la genotipificacion de aislados de M.
tuberculosis es el polimorfismo de fragmento de restriccion (RFLP) analisis de la
distribucion de la secuencia de insercion 1S6110 en diferentes cepas, y grandes
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bases de datos de genotipos basada en 1S6110 que estan disponibles; El genoma
de M. tuberculosis contiene muchas unidades repetitivas interespaciadas de las
micobaterias (MIRUS), algunos contienen unidades repetidas idénticas y otras que
contienen repeticiones que varian ligeramente en la secuencia y longitud. (Figura
5) (Cole et al., 1998; Kwara et al., 2003; Hawkey et al., 2003).
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Figura 5. Representacion esquematica de la ubicacion de los marcadores moleculares dentro del
cromosoma de M. tuberculosis cepa X para genotipificacion: RFLP 1S-6110, espoligotipificacién y
MIRUs VNTR. Resultados de la genotipificacion basada en 1S6110 y genotipificacion basado en
MIRU. (Modificado de Barnes y Cave, 2003).

La genotipificacion requiere marcadores moleculares polimérficos que
definan diferencias sutiles entre las diversas cepas, algunos de estos son capaces
de detectar polimorfismos y distinguir a la cepa como una clon diferente, pero no
todos son capaces de detectar dichas diferencias. Por lo tanto, para genotipificar
cepas de micobacterias se debe de considerar el cambio que cada uno es capaz
de detectar de manera efectiva. Se deben seleccionar marcadores genéticos

dependiendo de su tasa de mutacion (Haddad et al., 2004; Olive et al., 1999).
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La conservacion de secuencias entre todos los miembros de CMTB tiene
una consecuencia practica muy importante: las técnicas desarrolladas para la
caracterizacion molecular de una especie se pueden adaptar a las otras. A pesar
de esta homogeneidad genética entre los miembros de CMTB existen varias
regiones del ADN muy polimorficas, que varian tanto en el nimero y/o posicion del
elemento genético estudiado o en la estructura primaria del mismo. Estas
regiones polimérficas corresponden en muchas ocasiones a genes que codifican
proteinas, cuya variabilidad les proporciona una ventaja selectiva sobre otras
bacterias (Telenti et al.,, 1993) o los antigenos implicados en la evasion de la
respuesta inmune (Baena y Porcelli, 2009). Otros polimorfismos se encuentran en
regiones intergénicas que pueden inducir variabilidad en los genes adyacentes,
como pueden ser las secuencias de insercion (insertion sequence, IS) o la

repeticion de una misma secuencia (Otal et al., 2008).

Las técnicas de diagnoéstico basadas en la amplificacion de ADN de M.
bovis, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) puede amplificar
cantidades extremadamente pequefias de ADN (Milian et al., 2010). Los métodos
mas usados en la actualidad para la tipificacion de cepas de M. bovis en estudios
con fines epidemiolégicos macro es la espoligotipificacion (Kamerbeek et al.,
1997) y el andlisis de las unidades repetitivas interespaciadas de las micobaterias

0 el analisis del numero variable de repeticiones en tandem.

2.9 Caracterizacion genotipica de micobacterias por espoligotipificacién

La espoligotipificacion es una de las técnicas mas utilizadas para la
genotipicacion de micobacterias del complejo M. tuberculosis (Acosta et al., 2009).
La espoligotipificacion es un método que detecta la presencia de espaciadores de
secuencias repetidas (DR) en un locus del genoma de las micobacterias que
integran en CMTB. Cuando se compararon las DRs de varios aislados, se observo
que el orden de los espaciadores era similar, pero que ocurrian algunas
deleciones o inserciones. De este modo, el polimorfismo viene de Ila

ausencia/presencia de uno o mas de estos espaciadores variables. Asi, la
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espoligotipificacién detecta la presencia o la ausencia de estos espaciadores de
secuencia conocida, caracteristica que es utilizada para determinar similitud
genética entre cepas. Aunque esta técnica es basicamente utilizada para la
tipificacion de cepas extraidas de cultivo, también ha demostrado su utilidad para
simultdneamente detectar vy tipificar cepas del complejo M. tuberculosis. Dado que
el procedimiento involucra la amplificacion de la region DR por PCR, seguido de la
hibridacién con oligonucleétidos especificos para cada espaciador, esta técnica
muestra mayor sensibilidad y especificidad que otros métodos basados en PCR
(Milidn et al., 2010).

El locus de DR es el unico en el genoma de los miembros de CMTB que
muestra un considerable grado de polimorfismo. Esta region esta formada por dos
tipos de secuencias: unas secuencias denominadas DR que son todas ellas
idénticas y de un tamafio de 36 pb, separadas por otras secuencias llamadas
espaciadores con un tamafio entre 34 y 41 pb (Hermans et al., 1991; van
Soolingen et al., 1993; Groenen et al., 1993). La diferencia entre dos aislados
reside en la presencia/ausencia de estos espaciadores. A la secuencia formada
por un DR y su espaciador adyacente se le denomina DVR (direct variant repeat).
Estos polimorfismos se han empleado para distinguir entre las cepas de los
miembros de CMTB (Aranaz et al., 1998; Kremer et al., 1999), asi como los
taxones dentro del grupo de CMTB (van Soolingen et al., 1997; van Soolingen et
al., 1998; Aranaz et al., 1999).

2.10 Genotipificacién mediante el Niumero Variable de Repeticiones en
Tandem (VNTR)

Estos marcadores genéticos, antes denominados minisatélites, fueron
identificados inicialmente en seres humanos, donde han tenido su mayor
aplicacion en pruebas forenses y de paternidad. Los VNTR son secuencias
repetidas en tandem de numero variable dispersas en el genoma, cuyo
polimorfismo se origina por adicion o delecion de secuencias repetidas. Para

identificar un VNTR se amplifica su secuencia por PCR con oligonucledtidos
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complementarios a secuencias especificas en sus flancos. El tamafio del amplicon
revela el polimorfismo del VNTR y puede expresarse como el numero de
secuencias repetidas que contiene, permitiendo almacenar codigos numéricos
comparables entre diversos laboratorios y crear bases de datos de facil acceso.
La utilizacion de esta técnica ha permitido genotipificar diversos microorganismos,
como: M. leprae, M. ulcerans, Brucella abortus, Francisella tularensis,
Streptococcus pneumoniae, Yersinia pestis, Bacillus anthracis, Salmonella
enterica y Staphylococcus aureus (Zhang et al., 2005; Koeck et al., 2005; Hilty et
al., 2007; Zhang et al., 2008; Ciammaruconi et al., 2008; Pourcel et al., 2009;
Moon et al., 2010; Cuyck et al., 2011).

Las secuencias repetidas en tandem se describieron por primera vez en
los genomas eucariotas, se les llama microsatélites a los loci con secuencias
cortas repetidas (short sequence repeats, SSRs) de 1-4 pb; mientras que a los loci
con 10-100 pb se les conoce como minisatélites. Muchas de estas secuencias
presentan hipervariabilidad alélica relacionada con el nimero de repeticiones y/o
con la variabilidad entre las secuencias (VNTR’s). En las ultimas décadas, se han
descrito en las micobacterias regiones similares a los minisatélites encontrados en
humanos (Supply et al.,, 1997; Frothingham y Meeker- O'Connell, 1998). La
mayoria de los VNTR’s encontrados en los genomas secuenciados disponibles,
por ejemplo M. tuberculosis y M. bovis, corresponden con las llamadas MIRUs
(figura 6), que son minisatélites compuestos por secuencias de un tamafo entre
40-100 pb, distribuidos en 41 localizaciones del cromosoma de la cepa H37Rv de
M. tuberculosis (Supply et al., 2000).
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Figura 6. Esquema de la localizacién de los 41 MIRU’s en el genoma de M. tuberculosis H37Rv.
Los punto negros indican las posiciones de los 12 MIRU’s que presentan mayor polimorfismo
(Tomado de Supply, 2000).

La localizacion intergénica de los marcadores MIRU-VNTR en las
especies incluidas en el género Mycobacterium (por ejemplo M. tuberculosis y M.
leprae), hace que la mayoria los minisatélites MIRU-VNTRs que contienen un
marco de lectura abierto, se sobreponga con los codones de terminacion e

iniciacidon de los genes adyacentes (Supply et al., 1997).

Los MIRU se agrupan en tres familias de acuerdo a su tamafio: de 46 a 53
pb, de 58 a 101 pb y de 77 a 101 pb, se estiman de 40 a 50 MIRU en el genoma
de M. tuberculosis, cuya diferencia con otros VNTR radica en su asimetria y
orientacion en fase con los genes adyacentes. Para la genotipificacion del
complejo M. tuberculosis se han utilizado las 12 MIRU con mayor polimorfismo.
Las MIRU tienen una estabilidad mayor de 18 meses y debido a que su andlisis
implica a mas de un locus, su poder de discriminacion es comparable al descrito
para los RFLP -1S6110 y —-DR. Ademas, tienen una reproducibilidad intra e
interlaboratorios, hasta de un 98 %, por lo que son buenos marcadores para
estudios de epidemiologia molecular. La genatipificaciéon por las MIRU basada en
PCR tiene la ventaja de analizar cantidades minimas de ADN y que en
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combinacién con la espoligotipificacién permite discriminar entre un mayor nimero
de cepas no relacionadas. Los resultados expresados con el numero de
secuencias repetidas presente por locus permiten comparar rapidamente cepas y

crear bases de datos mundiales (Acosta et al., 2009).
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lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Comparar los patrones genéticos entre aislados de M. bovis provenientes del

ganado bovino de distintas regiones de México para determinar su distribucion

geografica.

3.2 Objetivos Especificos
e Obtener los patrones genéticos especificos de cada aislado bacterianos.
e Establecer la relaciébn genética de los aislados mediante un analisis
filogenético de los espoligotipos y el perfil VNTR.
e Determinar el poder de discriminacion general y particular de los patrones
de VNTR para la validacion de los genotipos obtenidos.

¢ Identificar la distribucion espacial de los genotipos obtenidos en el estudio.
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IV. MATERIAL Y METODOS
Los aislados de Mycobacterium bovis incluidos en este estudio fueron

467, obtenidos de muestras de bovinos que presentaban lesiones compatibles

con las infeccién, en diferentes estados de México.

La identificacion de los patrones genéticos de los aislados se realizo
mediante la técnica de VNTR's, para lo cual se utilizd una serie de 12 iniciadores
especificos (Apéndice 1), utilizando las cepas H37Rv (cepa humana) y AN5 como

controles positivos.

4.1 Extraccion de ADN de M. bovis en cultivo

La extracciéon de ADN se realizé a partir de 100 mg del aislado en cultivo,
los cuales fueron disueltos en 0.2 ml de amortiguador TE 1X y se incubaron en
bafio Maria a 95 °C durante 45 minutos para lisar la micobacteria y obtener el

material genético.

Posteriormente se realiz6 la cuantificacion del ADN en un
espectrofotometro (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific) y se evalud la integridad

del ADN por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

4.2 Preparacion de la PCR

Los 12 iniciadores se reconstituyeron para tener una solucién de
almacenaje a una concentracion final de 200 uM en agua grado PCR y se hicieron
alicuotas que se almacenaron a -20°C protegidas de la luz. La alicuota que se

descongel6 para uso fue guardada a 4°C.

La reacciéon de PCR fue realizada en un termociclador (Bio-Rad C1000
Thermal Cycler) a un volumen final de 10 ul, cada tubo de reaccion contenia 1.25
U de Taq polimerasa; 2.5 mM de MgCl,. 1x de amortiguador (Applied Biosystems.
Cat. 4311818); 1ul de DMSO (Sigma Aldrich Cat. 472301); 4 mM de dNTP’'s
(Invitrogen, Cat. 10297-117); 1 uM de iniciador sentido y 1 uM de iniciador
antisentido (Invitrogen Custom Primers); 2.0 ul de ADN y ajustado al volumen final

con agua libre nucleasas (Apéndice 2) bajo las siguientes condiciones de
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amplificacion: desnaturalizacion inicial de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos con
desnaturalizacion de 95°C por 1 minuto, alineacion a 55°C por 1 minuto y
extension a 72° por 1:30 minutos; y finalizando con una extension final a 72°C por

10 minutos.

4.3 Evaluacion de los amplicones de los VNTR’s en gel

Los productos de PCR fueron sometidos a una electroforesis en gel de
agarosa (Bio Rad, Cat. 161-3112) al 2% tefiido con bromuro de Etidio (Bio Rad,
Cat. 161-0433) para determinar el tamafio de los fragmentos, para establecer el
patron MIRU-VNTR. A los fragmentos amplificados se les determin6 el peso
molecular, el cual fue relacionado con su numero de copias (Apéndice 3), se
gener6é un cédigo numérico de 12 digitos que representa las veces que se
encuentra expresado un locus en particular en cada uno de los aislados y asi se

determiné el perfil correspondiente.

4.4 Evaluacion de la informacion epidemiolégica 'y molecular
Una vez obtenidos los patrones, se analizaron mediante el software MIRU-

VNTR plus, disponible en la pagina (www.miru-vntrplus.org). El software en

mencién correlaciona el patron de VNTR con el respectivo espoligotipo del
aislado, permitiendo tener un indice de discriminacion (D) mayor que Si
evaluaramos por separado cada una de estas dos técnicas. Donde la D indica la
probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar tengan la misma
secuencia genética. Para realizar el analisis didactico e integral de los aislados
incluidos en el estudio, se realizo el analisis filogenético para establecer la relacion

geneética, asi como la distribucion geoespacial de los genotipos obtenidos.

Una vez establecidos los patrones VNTR’s se utiliz6 una herramienta de
bioinformatica para calcular el poder de discriminacion genética como el
“Discriminatory power calculator” disponible en

http://insilico.ehu.es/mini tools/discriminatory power/ el cual se basa en el indice

de diversidad de la formula de Simpson:
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Aislados de M. bovis

Fueron analizados un total de 467 aislados de Mycobacterium bovis
provenientes de diversos estados de pais, mediante los marcadores MIRU-VNTR

y espoligotipo (Cuadro 3).

Cuadro 3. Numero de aislados analizados por estado.

ESTADO AISLADOS
Hidalgo 94
Estado de México 75
Querétaro 56
Jalisco 51
Guanajuato 43
Coahuila 41
Aguascalientes 29
Baja California 27
Michoacan 14
San Luis Potosi 14
Zacatecas 10
Nayarit 7
Chiapas 2
Durango 2
Colima 1
Nuevo Leédn 1
Total 467

Cada experimento se proceso a la par con las cepas de referencia H37Rv y
AND, la primera corresponde a una cepa humana de M. tuberculosis y la segunda

a una cepa bovina de M. bovis (Figura 7 y 8).
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 2% en solucion amortiguadora TBE de la amplificacion
de los 12 loci utilizando ADN gendémico de la cepa de referencia de M. tuberculosis H37Rv (cepa
humana), utilizada como control positivo.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2% en solucion amortiguadora TBE de la amplificacion
de los 12 loci utilizando ADN genémico de la cepa de referencia de M. bovis AN5 (cepa bovina),
utilizada como control positivo.

5.2 Genotipificacién de los aislados de M. bovis

En un estudio previo realizado por Milian et al., 2012 obtuvieron resultados
del analisis de espoligotipificacién en el cual encontré un total de 47 espoligotipos,
donde se agruparon a los 467 aislados; de los cuales el SB0673 es el de mayor
namero con 65 aislados, seguido de SB0669, SB0140, SB0145, SB0121 y
SB0971 con 46, 42, 38, 37 y 33 aislados respectivamente; el resto de los

espoligotipos se encontraron con menos de 10 cada uno (figura 9).
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En el 2005 Cobos-Marin et al., reporta a los espoligtipos SB0121 y SB0140
como los de mayor frecuencia en el norte de México, mientras que Rodwell et al.,
en el 2010, en un estudio con aislados de M. bovis obtenidos de humanos donde
de 106 pacientes estudiados 66 eran nacidos en México y el resto nacidos en
Estados Unidos, y 104 de los 106 eran hispanos, encontré a los espoligotipos
SB0145 y SB0140 como los mas frecuentes; asi también reporté que en ganado
nacido en México el SB0673 fue el mas frecuente con 118 aislados de 498 que

representa el 23.8% y seguido de SB0121 con el 9.7% de los aislados.

Lo que puede ser indicativo del movimiento de ganado infectado sin un
control sanitario adecuado en el norte del pais, o bien que estos espoligotipos
sean exclusivos de esa region, sin embargo son estudios realizados con aislados
de una region en particular, en cambio nuestro trabajo se realizo con muestras
provenientes de distintos estados del pais lo que permite conclusiones mas
solidas sobre la regionalizacién de algunos espoligotipos como el SB0140 y
SB0121 que lo podemos encontrar en aislados del norte, bajio y centro sur
(Estado de México, Hidalgo y Michoacan). Es probable que la poca frecuencia de
algunos espoligotipos sea mas bien consecuencia de la poca cantidad de aislados
proporcionados en algunos estados como son Zacatecas, Nayarit, Chiapas,
Durango, Colima y Nuevo Leodn, que puede sugerir una prevalencia baja de la

enfermedad en estos estados.
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Figura 9. Frecuencia de los espoligotipos de M. bovis analizados de distintas partes de la republica.

Para los MIRU-VNTR se encontraron 421 patrones unicos, de los cuales
varios de ellos son muy parecidos, la diferencia en el nUmero de repeticiones en
muchos de los casos son en uno o dos loci, lo que sugiere que pueden ser el
resultado de nuevas lineas genéticas derivadas de mutaciones. Cada patron
obtenido fue analizado en la base de datos MIRU-VNTR PLUS que permite
compara los aislados. Cuando se realiz6 el analisis de los patrones MIRU-VNTR
utilizando los 12 loci ya mencionados y el espoligotipo, se generaron arboles

filogenéticos, asi como también un dendrograma.

5.3 Evaluacion de la informacién molecular

Al realizar el arbol filogenético con los patrones obtenidos solo con VNTR's
se observan grupos conformados Unicamente con estados de la misma regién
como son los grupos 2, 3y 6; o bien un grupo como el 9, el cual incluye aislados
de un mismo estado. Sin embargo, también podemos distinguir grupos como el 4
y el 10 en los cuales tenemos estados de diferentes regiones, por lo que no
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podemos descartar el movimiento de ganado infectado entre esos estados. Por
otra parte tenemos grupos (1, 8, 11, 12 y 13) que muestran patrones de distintos

estados del pais (Cuadro 4).

Cuadro 4. Estados gue constituyen los 13 grupos generados por los patrones VNTR.

GRUPOS
ESTADO 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Querétaro
Jalisco
Guanajuato
Aguascalientes

Hidalgo + + +
Baja California +
Estado de México
Michoacan + +
San Luis Potosi +
Zacatecas +
Nayarit +
Coahuila + + +
Chiapas +
Durango +
Colima +
Nuevo Lebn +

+ + +

+ + + 4|
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+ + + +

+
+

Los patrones genéticos obtenidos de nuestros aislados a partir de MIRU-
VNTR vy la espoligotipificacion pueden ser comparados con patrones de otros
estados o bien de otros paises, como por ejemplo los Estados Unidos de
Norteamerica, con quien México tienene una amplia historia de comercio de
ganado. Esto puede ayudar a realizar investigaciones epidemiologicas para
identificar relaciones genéticas entre los aislados y poder inferir sobre la
distribucion de la infeccion por M. bovis, segun lo propuesto por Martinez et al.,
2008. La distribucion de patrones genéticamente relacionados en distintas
regiones puede ser un indicativo de la movilizacion de ganado, lo que puede
indicar el porqué de la presencia de estados como Jalisco y Querétaro en diversos

grupos.

En un reporte en el 2010 se demostré que pueden encontrarse genotipos
exclusivos de una regidon en aislados de ganado domeéstico y de vida silvestre
(Duarte et al., 2010), datos que ajustan con los resultados encontrados en este
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trabajo, donde se obtuvieron patrones unicos como lo son los del estado de
Hidalgo. No obstante, en un trabajo realizado en tejones en el 2012 por Furphy et
al., no encontraron evidencia de agrupacion de los VNTR’s dominantes ya que se
encontraron en una amplia zona geografica. Lo que sugiere que puede variar la
utilidad de cada locus de VNTR de un pais en funcion de cémo evolucionen las

cepas del CMTB en cada region geografica y en su situacion epidemioldgica.

En la figura 10 se observa el arbol filogenético tomando en cuenta
Gnicamente los patrones MIRU-VNTR. Aqui se identifican 13 grupos que se
encuentran genéticamente relacionados, que al juntarlos y analizarlos
conjuntamente con el espoligotipo, se identifican 17 grupos con relacion genética
(Figura 11), lo que indica que al manejar estos dos marcadores genéticos se

obtiene un poder discriminatorio superior que al utilizarlos por separado.
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Figura 10. Analisis filogenético de los patrones obtenidos por VNTR’s. Los perfiles se asocian en
13 grupos genéticamente relacionados (software MIRU-VNTR PLUS).
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Figura 11. Andlisis filogenético de los patrones VNTRs y espoligotipificacion en conjunto, donde se
observan 17 grupos con relacion genética. (software MIRU-VNTR PLUS).

La teoria de tipificacion molecular establece los aislamientos relacionados
epidemiologicamente se derivan de la expansion clonal de un solo precursor y
como resultado tienen caracteristicas comunes que difieren de los que no estan
relacionados epidemiolégicamente (Maslow y Mulligan, 1993). El uso de una
caracteristica particular para la tipificacion como el espoligotipo y el VNTR esta
relacionada con su estabilidad dentro de una cepa y su diversidad dentro de las
especies, por lo tanto se espera que los aislados de una misma region estén mas
relacionados que entre cepas de diferentes regiones, de acuerdo con esto, en el

dendrogramaa creado con los patrones VNTR's y espoligotipos (Apéndice 4), se
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identifican grupos compuestos por aislados de un mismo estado (Figura 12), sin
embargo también fueron identificados grupos donde se observa que pueden estar
integrados por aislados de diversos estados (figura 13); o bien donde predominan

aislados de un estado, pero incluyendo también de otra region (Figura 14).
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Figura 12. Dendrograma de los patrones VNTR’s y Spoligotipo donde se muestra un grupo que
esta integrado por aislados Unicos de Hidalgo (software MIRU-VNTR PLUS).
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Figura 13. Dendrograma de los patrones por VNTR’s y espoligotipo donde se muestra un grupo
que esta integrado por aislados de diversos estados (software MIRU-VNTR PLUS).
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Figura 14. Dendrograma de los patrones VNTR’s y espoligotipo donde se muestra un grupo que
esta integrado por aislados de Coahuila y uno solo de Jalisco. (software MIRU-VNTR PLUS).

Recientemente se ha informado dé que la expansion clonal después de un
cerco sanitario en la poblacién bovina es un determinante importante en la
reduccion de la diversidad de cepas de M. bovis (Smith et al., 2006). La
erradicacion incompleta de brotes durante la campafa con la "prueba- sacrificio”
puede haber permitido la supervivencia de las cepas. Ademas, no puede
descartarse que los animales de vida silvestre infectados puedan infectar al

ganado domestico.

Aungue la espoligotipificacién logra una agrupacion razonable de los
aislados, el poder de discriminacién se incrementa al incluir MIRU-VNTR. Lo cual
no es extrafio dado que MIRU-VNTR analiza una mayor cantidad de genoma del
Mycobacterium. Por lo cual, se recomienda que siempre que sea posible se
utilicen ambos métodos para dar una mejor imagen de la diversidad genética. Un
aspecto importante también del andlisis de los grupos en el dendrograma; es
ademas identificar los genotipos idénticos para poder relacionarlos o separarlos

en distintas regiones geograficas.
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Nuestros resultados coinciden con lo encontrado por Assam et al., en el
2013, quienes encontraron que al combinar los espoligotipos con los MIRU-VNTR
se obtiene un poder discriminatorio mayor que los cluster formados sélo por el
espoligotipo. La tipificacion por MIRU-VNTR reduce significativamente el nimero
de vinculos epidemiolégicos entre los aislamientos, mientras que la
espoligotipificacion sobreestima estos enlaces debido a que varios aislados
pueden presentar el mismo espoligotipo pero diferente patron VNTR (Ereqat et al.,
2012).

Con los patrones obtenidos del analisis de los 12 MIRU-VNTR se realiz6 un
arbol filogenético y uno en combinacion con el espoligotipo, asi como un
dendrograma. En todos se observa una gran diversidad de los aislados en las
diferentes regiones del pais. Al comparar la capacidad discriminatoria de las dos
técnicas, la espoligotipificacion diferencia los aislados en 47 patrones, mientras
que la tipificacion por VNTR los clasifica en 421 patrones, lo que confirma su
utilidad para la diferenciacion de aislados y los estudios evolutivos de las
micobacterias (Frothingham y Meeker-O'Connell, 1998; Lamine et al., 2014). En
cualquier caso, la aplicaciéon combinada de ambas técnicas logra la discriminacién
méaxima de M. bovis, lo que permite la mejora de las herramientas moleculares
para la investigacion epidemioldgica y la vigilancia de la etiologia de TBb (Allix et
al., 2006; Michel et al., 2008 y Lamine et al., 2014).

5.4 Discriminacién genética de los asilados de M. bovis

En este estudio se utilizaron 12 loci con lo cual se logré un indice
discriminatorio de 0.990, por lo que son particularmente Utiles para diferenciarlos
dentro de los grupos de espoligotipos mas comunes. En el 2010 Duarte et al.,
mencionan que al utilizar una tipificacion con 8 loci obtienen un poder
discriminatorio de 0.99. Por otra parte, en el trabajo realizado por Rodriguez-
Campos et al., en el 2013 reportan una discriminacion de 0.9689, 0.9826 y 0.9856

cuando utilizaron un total de 4, 6 y 9 loci respectivamente.
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En el 2010 McLernon et al., utilizando solo la técnica de VNTR's se tiene un
indice de discriminacion de 0.918. Cuando solo se utilizo la espoligotipificacion, la
discriminacion fue de 0.700; al combinar el espoligotipo con 4, 5y 6 VNTR’s
incrementd a 0.930, 0.930 y 0.933 respectivamente, lo que concuerda con

nuestros resultados, nuestro indice de discriminacion fue de D= 0.990.

En el Cuadro 5 se muestra el nimero de ocurrencias para cada perfil
alélico y el poder discriminatorio para cada loci. La diversidad obtenida para cada
uno de los loci fue desde 0.239 hasta 0.857; como se observa, el 2461 tiene una
D de 0.857, el mas alto entre el set de VNTR’s utilizado en el estudio. En segundo
lugar, el VNTR 0577 con una D de 0.804, mientras que el 2686 fue el mas bajo,
con una D de 0.239. Lari et al., en el 2011 en un trabajo realizado con aislados de
M. bovis obtenidos a partir de humanos identifico a los VNTR’s 1644, 1955 y 2995
con poco poder de discriminacion (0.10) y 0424, 2165, 3192, 4052 y 2163b con
poder de discriminacion satisfactorio (0.22 - 0.55). En el 2012 Hlokwe et al., de un
panel de 29 loci analizados, identificaron a los VNTR 0577, 1644,1955, 2461,
2995, 3192, 4052 y 2163b con una diversidad alélica en el rango de 0.42 a 0.63,
con poder de discriminacion elevado, mientras al 2165 con un rango entre 0.16 a
0.33 como moderadamente discriminatorio. Nuestros resultados concuerdan con
estos reportes, ya que hemos identificado al 2165 dentro de los loci con alto poder
de discriminacién y a 2686 con una diversidad alélica de 0.239 (Roring et al.,
2004; Allix et al., 2006; Michel et al., 2008; Boniotti et al., 2009 y Lamine et al.,
2014).
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Cuadro 4. Determinacién de la heterogenicidad de cada loci MIRU-VNTR en los
aislados de M. bovis.

VNTR Numero de ocurrencias para cada perfil alélico por VNTR *D
0 1 2 3 4 5 6 7 8

3192 19 43 307 98 0.514
2686 16 2 406 18 25 0.239
1955 66 21 59 262 59 0.655
1644 117 4 163 177 5 1 0.6719
4052 49 9 99 133 166 11 0.737
0577 121 * 43 77 65 123 36 2 0.804
2163b 43 13 89 84 223 14 1 * * 0.694
2165 193 10 11 53 34 118 48 * * 0.737
0424 109 * 70 15 267 6 * * * 0.596
2401 55 7 84 269 45 * 3 4 * 0.613
2995 7 22 24 66 124 201 21 2 * 0.718
2461 55 47 7 69 82 88 73 33 13 0.857

*D= Poder Discriminatorio

De acuerdo a los resultados obtenidos, utilizando los loci 0577, 2461, 4052,
2165 y 2995 para la tipificacion de los aislados de M. bovis, se puede obtener un
poder discriminatorio apropiado debido a su elevada discriminacion, para
diferenciar aislados provenientes de distintas regiones del mundo y, ademas, los
patrones que se obtengan y que sean obtenidos posteriormente, pueden ser
comparados con los provenientes de cualquier parte del mundo (Weniger et al.,
2010), por lo que esta técnica MIRU-VNTR con estos loci puede ser utilizada para
genotipificar M. bovis en muchos paises con los que México tiene intereses
comerciales y flujo de productos pecuarios, sin embargo, otros trabajos muestran
resultados donde la D difiere en cada VNTR como en el realizado por Martinez et
al., 2011, en el cual encontr6 una D= 0.22 para el 2165 mientras que Duarte et al.,
2010 lo reporta con D= 0.615.

En el 2013 Assam et al., y Duarte et al., 2010 reportan que los loci 2461,
4052 y 2163b (D= 0.6-0.74) presentan un alto poder discriminatorio y el 3192 (D<
0.2) con baja diversidad alélica; mientras que Malama et al., en el 2014 obtiene
que el 2461 y el 2163b no son discriminatorios, al 2165 con discriminacion
aceptable y al 2995, 3192 y 4052 con buena discriminacion. En un trabajo
realizado en el 2011 por Price-Carter (2011) hace una comparacién de 45 locus

de VNTR’s reportados por diferentes autores, reporta la variabilidad de la
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discriminacion de cada loci; por lo tanto para las comparaciones internacionales,
es conveniente que los paises empleen muchos de los mismos VNTR para la
tipificacion, lo que indica que para estudios epidemioldgicos dentro de un pais el
sistema de tipificacion con los VNTR mas discriminatorios seran diferentes entre
paises, encontrando explicacion del porqué pueden variar los resultados

obtenidos en diferentes trabajos.

Una ventaja del presente estudio en relacion a trabajos previos es el alto
namero de aislados y regiones geograficas que incluye, otros estudios contienen
pocos aislados o bien s6lo corresponden a alguna region en particular; contrario a
esto, la deficiencia de este tipo de estudios es la carencia de informacién
epidemiologica disponible para cada aislado, lo que limita la validez de las
conclusiones sobre la regionalizacién de los patrones obtenidos y que se pueda
explicar mejor el comportamiento del Mycobacterium en estas regiones

geograficas (Milian et al., 2012).
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VI. CONCLUSION
Nuestra investigacion presenta una vision de M. bovis del ganado bovino en

México utilizando dos métodos diferentes de tipificacion molecular:
espoligotipificacion y MIRU-VNTR. Se demostré que la combinacién de estos dos
métodos incrementa el poder discriminatorio para la caracterizaciéon de los

aislados.

Sin embargo, una desventaja de utilizar ambas técnicas es que ofrecen un
poder discriminatorio muy alto a comparacién que si estas se realizaran por
separado, por lo que al identificar cambios pequefios en el ADN de M. bovis, no
permite agrupar los aislados debido a esta pequefia diferencia, por lo que en
términos de agrupacion genética no es del todo bueno aplicar un elevado poder

de discriminacion.

Se demostré que la tipificacion con 12 loci es una buena opcion para la
genotipificacion de cepas de M. bovis en México. Los VNTR’s mas
discriminatorios fueron el 2461, 2995, 2165 y el 4052. Se comprobd que en
México existe una alta diversidad genética de M. bovis al igual que lo reportado en
otros paises. La determinacién del genotipo obtenido en este estudio representa
un primer intento de establecer una base de datos de genotipos de M. bovis en
nuestra regién, lo que esperamos, a la pronta identificacion de focos de
diseminacién y las cadenas de transmisibn entre regiones, para establecer

estrategias de control y, eventualmente, la erradicacioén de la tuberculosis bovina.
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VIIl. APENDICE

Apéndice 1. Secuencia de los iniciadores utilizados para la identificacion de los VNTR.

VNTR VNTR Sentido (5’ - 3’) Antisentido (5’ - 3’)

locus

0424 Mtub04 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC
0577 ETR-C GTGAGTCGCTGCAGAACCTGCAG GGCGTCTTGACCTCCACGAGTG
1644 MIRU 16 TCGGTGATCGGGTCCACTCCAAGTA CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC
1955 Mtub 21 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC CAACATCGCCTGGTTCTGTA
2165 ETR-A AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
2401 Mtub 30 ACTTGAACCCCCACGCCCATTA AGCCCCGGTCTCATCTGTCACA
2461 ETR-B GCGAACACCAGGACAGCATCATG GGCATGCCGGTGATCGAGTGG
2686 MIRU24 CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA
2995 MIRU 26 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC CATAGGCGACCAGGCGAATAG
3192 ETR-E CTTCGGCGTCGAAGAGAGCCTC CGGAACGCTGGTCACCACCTAAG
4052 QUB 26 AACGCTCAGCTGTCGGAT GGCCAGGTCCTTCCCGAT
2163b QUB 11b CGTAAGGGGATGCGGGAAATAGG CGAAGTGAATGGTGGCAT

Apéndice 2. Volumen y concentracion de los reactivos para la mezcla de PCR.

Reactivos pl x reaccién Concentracién
AmpliTaq Gold 0.25 1.25U
dNTP’s 1 4 mM
Iniciador sentido 1 1uM
Iniciador antisentido 1 1uM
Buffer 1 1x
MgCl, 1 2.5 mM
ADN 2 --
H,O 1.75 --
DMSO 1 --
Total 10.0 --
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Apéndice 3. Nimero de copias por peso molecular.

No.Copias 0424 0577 1644 1955 2165 2401 2461 2686 2995 3192 4052 2163b

1 528 94 609 145 267 351 167 430 331 166 258 132

2 571 148 661 200 342 402 222 480 380 219 367 200
3 624 203 713 255 417 461 274 532 428 272 477 269
4 673 257 763 311 492 519 326 586 477 325 586 338
5 720 312 816 363 567 574 381 640 525 378 695 406
6 764 364 869 418 643 632 434 694 573 431 806 474
7 415 720 690 486 624 484 917

8 795 541 675 1028

9 870 726 1139

10 945

11 1020

12 1095
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Apéndice 4. Dendrograma de los patrones en conjunto por VNTR’s y espoligotipo integrado por los
467 aislados de México. (software MIRU-VNTR PLUS).
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