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ARTiCULO ORIGINAL

Epidemiologia molecular
de las tuberculosis bovina y humana
en una zona endemica de Querétaro, México

Laura Pérez-Guerrero, MC,() Feliciano Milian-Suazo, MVZ, MSc, PhD,(") Camila Arriaga-Diaz, Q, MSc, PhD,?
Cecilia Romero-Torres, MVZ,?,Minerva Escartin-Chavez,MC.®)

Pérez-Guerrero L, Milian-Suazo F,Arriaga-Diaz C,
Romero-Torres C, Escartin-Chavez M.

Epidemiologia molecular de las tuberculosis bovina

y humana en una zona endémica de Querétaro, México.
Salud Publica Mex 2008;50:286-291.

Resumen

Objetivo. Determinar el papel de la tuberculosis bovina en
la tuberculosis humana. Material y métodos. Se analiza-
ron 255 muestras de pacientes sintomaticos, sembradas en
medios de Stonebrink y Léwenstein-Jensen y analizadas por
PCRMPB70 anidada y luego por spoligotyping. Resultados.
De las 255 muestras, 74 fueron positivas a la PCR y 20 al
aislamiento: de las primeras, 58 (78%) mostraron espoligotipo
de M. tuberculosis y 5 (6.7%) de M. bovis; de las segundas, 8
(47%) revelaron espoligotipo de M. tuberculosis y 8 (47%) de
M.bovis. De las 94 muestras positivas al aislamiento o PCR, 66
(70%) correspondieron a M.tuberculosis y |3 (13.8%) a M.bovis.
Los patrones moleculares de cuatro muestras de M. bovis de
seres humanos fueron idénticos a los de las cepas de M. bovis
de ganado. Conclusiones. Se demuestra que M. bovis juega
un papel importante en la epidemiologia de la tuberculosis
humana y representa un riesgo para la salud publica.

Palabras clave: tuberculosis; Mycobacterium bovis; Mycobacte-
rium tuberculosis; epidemiologia molecular; México
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Molecular epidemiology of cattle
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Abstract

Objective. The purpose of the study was to determine
the role of bovine TB in cases of human TB. Material and
Methods. Two-hundred and fifty-five samples from sympto-
matic patients were included in the study. All samples were
cultured in Stonebrink and Lowénstein-Jensen media and
analyzed using a nested PCRMPB70.The molecular analysis
was performed by spoligotyping. Results. From 255 samples,
74 were PCR-positive and 20 were culture-positive. From 94
samples positive to PCR or to isolation, 66 (70%) showed a
spoligotype compatible with M. tuberculosis, and 13 (13.8%)
with M. bovis. Four fingerprints of M. bovis from humans were
identical to the fingerprints of M. bovis from cattle in the same
region. Conclusions. Our study shows that M. bovis plays an
important role in the epidemiology of TB in humans and that
TB in cattle represents a risk to public health.

Key words: tuberculosis; Mycobacterium bovis; Mycobacte-
rium tuberculosis; molecular epidemiology; Mexico

a tuberculosis (TB) humana es todavia la enfermedad
mds importante como causa tinica de morbilidad y
mortalidad en muchos paises.! Las infecciones con el
virus del sida? y la presencia de enfermedades concu-
rrentes, como la diabetes mellitus,® la desnutricién, la

sobrepoblacion y la falta de recursos para enfrentar la
enfermedad, hacen dificil la soluci6én de este problema.
De acuerdo con cifras de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS),* en 1990 existian 8 millones de casos acti-
vos en el mundo, de los cuales 7.6 millones se hallaban
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en pafses en desarrollo y s6lo 400 mil en paises industria-
lizados.? En ese mismo afio, las muertes por tuberculosis
representaron casi 2.9 millones de personas, la mayoria
de ellas radicadas en paises del tercer mundo.

La tuberculosis en el ser humano se debe a M.
tuberculosis, pero también puede ser efecto de otras
micobacterias, como M. bovis, la segunda causa mds
comun de tuberculosis en las personas. En realidad,
existe una relacién cruzada de infeccién: TB en seres
humanos secundaria a M. tuberculosis, TB en personas
por M. bovis, TB en bovinos consecutiva a M. tuberculo-
sis y TB en bovinos por M. bovis.® Sin embargo, es més
frecuente encontrar M. bovis en seres humanos que M.
tuberculosis en animales bovinos.

El riesgo de transmitir la TB de los bovinos al ser
humano se ha reconocido desde hace mucho tiempo®
y, en consecuencia, se ha instituido la préctica siste-
mdtica de pasteurizar la leche para eliminar el agente
etiolégico. El nexo entre las actividades relacionadas
con la manipulacién del ganado y la infeccién estd bien
documentado.” En México, el riesgo se explica por la
elevada prevalencia de la enfermedad en el ganado
lechero (=16%), la falta de participacién de los establos
lecheros en campaiias de erradicacién y el hecho de que
30 a40% de laleche que se produce se vende en la forma
de leche bronca.

Se ha notificado de forma repetida que la TB en
seres humanos por M. bovis en paises en desarrollo es
relevante;® empero, dichas cifras rara vez estdn susten-
tadas. Estudios realizados en la frontera sur de Estados
Unidos de América sefialan que casi 70% de los casos
se debe a M. bovis y que la mayor parte de ellos tiene
su origen en la poblacién mexicana.” Aunque relevante,
la informacién se basa en métodos microbiolégicos
para la diferenciacion de especie, lo que puede ser una
desventaja en comparacién con el uso de los métodos
moleculares disponibles en la actualidad.

Existen hoy dia técnicas basadas en la biologia
molecular que han demostrado su eficacia en la carac-
terizacién molecular de cepas, tanto de M. bovis como
de M. tuberculosis; "% una de estas técnicas (spoligoty-
ping'*™) se basa en la amplificacién por PCR de la regién
DR, un locus tnico y altamente polimérfico presente
en el cromosoma de las micobacterias del complejo M.
tuberculosis. Esta region contiene multiples secuencias
repetidas de 36 pares de bases (pb) separados por es-
pacios intersecuenciales de una longitud de 35 a 41 pb.
Al producto de la PCR de cada aislado individual se le
permite hibridarse a 37 secuencias espaciadoras de M.
tuberculosis H37Rv y seis secuencias espaciadoras de M.
bovis BCG P3."2 Después de la hibridacién y la deteccion
pueden identificarse las secuencias espaciadoras que
son comunes al aislado y el conjunto de los oligonu-
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cleétidos espaciadores. Por lo tanto, la técnica establece
el diagndstico de la presencia del agente etiol6gico y
también determina la diferenciacién de la especie (M.
tuberculosis | M. bovis) y la diferenciacién de cepas dentro
de cada especie. Por consiguiente, el objetivo del presente
estudio fue evaluar el papel de la tuberculosis bovina en
la presentacién de casos de tuberculosis humana a través
del andlisis molecular de cepas de las dos especies en
poblaciones de una misma region.

Material y métodos

Muestras de seres humanos. Se incluyeron en el estudio
todas las muestras (en particular esputo, orina y jugo
géstrico) enviadas al laboratorio de diagndstico del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) entre enero
del 2006 y febrero del 2007 por pacientes con sintomas
de tuberculosis. Con cada grupo de tres muestras
—ntimero enviado al laboratorio por cada individuo-se
formé una sola. A continuacién, todas estas muestras
se sometieron, por separado y de manera simultdnea,
a las siguientes pruebas: BAAR, cultivo en medios de
Lowénstein-Jensen con glicerol y Stonebrink con piru-
vato para estimular el crecimiento de M. tuberculosis y
M. bovis y una prueba de PCR anidada (gen MPB70)
para reconocer la presencia de ADN de micobacterias
del complejo M. tuberculosis. A los aislados obtenidos
por cultivo se les extrajo el ADN mediante un método
convencional® y se los someti6 a un andlisis molecular
por spoligotyping, tal y como se efectué con los tejidos
de las muestras positivas a la PCR anidada. Los patro-
nes genéticos obtenidos por spoligotyping (espoligotipos
o fingerprints) se compararon, a través de un andlisis
de clusters, con los patrones obtenidos de muestras de
tejido de ganado en la misma region con la finalidad de
determinar la transmisién entre especies. Antes de la
realizacién del proyecto se cont6 con la aprobacién del
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad Auténoma de Querétaro y el consentimiento
informado de los participantes, previa explicacién de
los objetivos y procedimientos del proyecto.

Muestras de animales. Estas muestras se obtuvieron de
tejidos con lesiones sospechosas de tuberculosis, en
canales de animales sacrificados en el rastro local de
una zona con alta densidad de ganado lechero, con
una prevalencia de tuberculosis de 17 por ciento. Las
muestras se sembraron en medios de cultivo Stonebrink
y Lowénstein-Jensen con glicerol y a los aislados obteni-
dos se les obtuvo el ADN, sometido después a la técnica
de spoligotyping para precisar los patrones moleculares.
Las muestras de animales se colectaron como parte de
otro proyecto y en el presente trabajo sélo se usaron los
espoligotipos disponibles en una base de datos.
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Andlisis estadisticos. Con la presencia (1) o ausencia (0)
de las secuencias espaciadoras de los patrones molecu-
lares de todas las muestras, incluidas las del ganado,
se elabordé una matriz para efectuar la comparacion
pareada de aislados. Con el método de Nei y Li (1979)
se obtuvo una matriz de distancia genética basada en la
comparacion pareada de espoligotipos individuales, la
cual se someti6 a un anlisis de clusters con el método
UPGMA (Unweighted Pairwise Group Method Averages)
en SPSS 10 y al final se elaboré el dendrograma para
la determinacién de grupos y delinear la similitud
genética de las cepas.

Resultados

De un total de 255 muestras (174 de esputo, 63 de ori-
na, 8 de jugo gdstrico y 10 de tejidos varios), 46 fueron
positivas a la presencia de bacilos resistentes al dcido-
alcohol (BAAR), 20 resultaron positivas al aislamiento
(7 en medio de Lowénstein-Jensen y 13 en medio de
Stonebrink) y 74 a la presencia de micobacterias del
complejo M. tuberculosis por PCR anidada; no siempre
se identificé una coincidencia del diagndstico entre
pruebas para la misma muestra (cuadro I).

De un total de 94 muestras positivas al aislamiento
0 PCR, 66 (70%) mostraron un patrén molecular consis-
tente con M. tuberculosis y 13 (13.8%) con M. bovis. De
estas ultimas, la mayorfa resulté positiva a dos o més
de las pruebas diagnésticas utilizadas (cuadro I); dos
se obtuvieron a partir de jugo géstrico, seis de orina y
cinco de esputo. En ocho de estas muestras se utilizé el
aislado del M. bovis para obtener el ADN para el andlisis
molecular y en cinco se obtuvo directamente del tejido
de la muestra; no se observé diferencia en relacién con
el género de los pacientes. Infortunadamente, en virtud
de los registros incompletos, no fue posible obtener la
edad ni otro tipo de informacién epidemioldgica de
todos los pacientes.

A pesar de que se enviaron al laboratorio muestras
de los pacientes con sintomas evidentes de tuberculosis,
de un total de 174 muestras de esputo sélo 22 (12.6%)
fueron positivas a BAAR, tinico método diagnéstico en
muchos laboratorios del pais, 13 (7.5%) resultaron po-
sitivas al aislamiento y 48 (27.5%) a la PCR anidada, lo
que subraya la dificultad para establecer el diagndstico.
De las 63 muestras de orina, 24 (38%) fueron positivas
aBAAR, 5 (8%) resultaron positivas al aislamiento y 22
(35%) ala PCR anidada. Ninguna de las ocho muestras
de jugo géstrico fue positiva a BAAR, 2 (25%) fueron
positivas al aislamiento y 4 (50%) a la PCR anidada
(cuadro II).

En la figura 1 se presenta un dendrograma con
25 espoligotipos de M. bovis, 13 de tejido humano y 12
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Cuadro |
RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL DIAGNOSTICO
Y EL ANALISIS MOLECULAR DE 255 MUESTRAS DE PACIENTES
CON SiINTOMAS DE TUBERCULOSIS RECOLECTADAS
ENTRE ENERO DE 2006 Y FEBRERO DE 2007
EN UNA ZONA ENDEMICA DE QUERETARO, MEXICO

Tipo Aislamiento+  No. de No. de
de muestra Total BAAR+ L S-B espoligotipos PCR+ espoligotipos

Esputo 174 22 6 7 7 Mtb 48 43 Mtb
4 Mb

Orina 63 24 I 4 | Mtb 22 12 Mtb
2Mb 4 Mb

Jugo géstrico 8 0 0 2 0 Mtb 4 3 Mtb
2Mb I Mb

Otras 10 0 0 0 0 0 0

Totales 255 46 7 13 8 74 5

BAAR: presencia de bacilos resistentes al dcido-alcohol; L-J: crecimiento en
medio de Léwenstein-Jensen; S-B: medio de Stonebrink; PCR: PCR anidada
aplicada directamente en el tejido; Mtb: espoligotipos consistentes con M.
tuberculosis; Mb: espoligotipos consistentes con M. bovis. Las muestras faltantes
para el total de PCR positivas mostraron patrones indefinidos

Cuadro Il
RESULTADOS DE LAS |3 MUESTRAS DE PACIENTES
SINTOMATICOS QUE REVELARON ESPOLIGOTIPO CONSISTENTE
CON M. BOVIs A LAS DIFERENTES PRUEBAS DIAGNOSTICAS,
DE UN TOTAL DE 255 RECOLECTADAS ENTRE ENERO
DE 2006 Y FEBRERO DE 2007 EN UNA ZONA ENDEMICA
DE TUBERCULOSIS DE QUERETARO, MEXICO

D BAAR Lf SIN PCR  Tejido Tipo  Sexo Edad

62 + - + + esputo aislado  m 23
180 - - + +  jugogist aislhldo m nd
197 + - + + orina aislado  m nd
343 ++ - + + esputo aislado h nd
392 - - + +  jugogist aislhldo m nd
401 ++ + + + esputo aislado h nd
459  ++ - + + esputo aislado  m nd
482 - - + + orina aislhdo  m 34
362 + - - + orina muestra  h nd
370 - - - + orina muestra  h 23
394 - - - + orina muestra  h nd
424 + - - + esputo muestra  m nd
434  ++ + - + orina muestra  h 30

BAAR: bacilo resistente al dcido-alcohol; L-J: crecimiento en medio de
Lowenstein-Jensen; STN: crecimiento en medio de Stonebrink; PCR: prueba
de PCR anidada; TIPO: muestra de la que se obtuvo el ADN; m: mujer; h:
hombre; nd: no disponible
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de tejido bovino, todos del estado de Querétaro. Las
primeras cuatro columnas proporcionan informacién
sobre del origen de la muestra y el tipo de tejido del cual
se obtuvieron. En la parte superior del dendrograma se
muestran los espoligotipos de tres cepas de referencia,
H37Rv para M. tuberculosis y BCG y ANS5 para M. bovis.
El diagrama anexo proporciona los espoligotipos de
cada una de las cepas de M. bovis; los espacios en blanco
representan la ausencia del espaciador especifico y en el
primer renglén del esquema se numera cada uno de los
espaciadores. A la derecha del esquema de los espoli-
gotipos se anexa el dendrograma resultado del analisis
estadistico de clusters y la escala de la parte superior
indica la distancia genética entre las cepas (las cepas
con el mismo espoligotipo tienen la misma distancia
genética).

Cuatro de los espoligotipos de muestras humanas
(392,180, 62, y 459) son idénticos a los espoligotipos del
ganado (2, T18, 32 y 4) y otros dos sélo difieren en un
espaciador de otros dos espoligotipos del ganado, todos
de la misma region, lo que sugiere la transmisién de la
enfermedad del ganado al ser humano. El resto de los
espoligotipos de personas son tinicos y no tienen simi-
litud con espoligotipos del ganado, aunque algunos de
ellos difieren entre si en s6lo uno o dos espaciadores.

Dos de las muestras de seres humano cuyos espoli-
gotipos son idénticos a los espoligotipos del ganado (392
y 180) se obtuvieron del jugo gdstrico, lo que indica una
infeccién por via digestiva, que es la ruta mds probable
de infeccién con el bacilo del ganado por la ingestién
de leche o queso fresco contaminados. En el caso de la
muestra 62, se traté de un espécimen de esputo en un
caso de tuberculosis meningea identificada durante una
hospitalizacién por causa diferente de la tuberculosis; de
nueva cuenta , las infecciones con el bacilo del ganado
son mds probables en la tuberculosis de tipo extrapul-
monar. La otra muestra con espoligotipo idéntico a un
espoligotipo de ganado procedié del esputo de una
mujer de la cual no se pudo obtener ningtn tipo de
informacién epidemiolégica. De las nueve muestras
restantes de ser humano con espoligotipos idénticos
a los del ganado, seis se obtuvieron de orina y tres de
esputo, de las cuales no fue posible obtener informacién
epidemioldgica adicional.

. (4
Discusion
Se ha determinado con anterioridad que los miembros
del complejo M. tuberculosis no intercambian material
genético entre si*!! y que la escasa variabilidad genética
observada es mds bien consecuencia de una expansién
clonal, un hecho confirmado por la regionalizacién de
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algunos genotipos. Esto apoya la conclusion de que los
genotipos (espoligotipos) de M. bovis obtenidos de seres
humanos en el presente estudio son consecuencia de
infecciones obtenidas del ganado localizado en la misma
regioén, lo cual se sustenta por la similitud de algunos de
los patrones observados entre ambas especies.

La mayor parte de los informes sobre célculos de
infeccién con M. bovis en personas se efecttia con base
en el nimero de aislamientos; en este estudio de 20
aislados, ocho mostraron un patrén consistente con M.
bouis, lo que sugiere que alrededor de 40% de los casos
de TB podria atribuirse a la micobacteria del ganado;
estudios previos han notificado hallazgos similares,
en los cuales la presencia de M. bovis en pacientes con
problemas respiratorios crénicos fue de 31% para la
misma region,'® ademds de que se detectaron tres casos
de infeccién concurrente de M. bovis y M. tuberculosis.
En pafses con alta prevalencia de M. bovis en ganado
se han obtenido resultados similares; en Malaui, un
andlisis de cultivos de muestras humanas de esputo
revel6 42.8% de cepas de M. bovis;'” en Egipto, 9 (45%)
de 20 pacientes seleccionados al azar con peritonitis
estuvieron infectados con M. bovis."®

En México, los informes oficiales indican que cerca
de 30% de laleche que se produce en el pais se vende en
la forma de leche cruda, una parte de la cual se destina
a la produccién de queso fresco, el cual se expende en
mercados populares.”” Este producto se ha relacionado
con un brote de TB en nifios de origen mexicano en
Nueva York® y se ha confirmado el aislamiento de M.
bovis a partir de dicho producto.?! De igual manera,
estudios conducidos en el sur de Estados Unidos de
América han encontrado que la mayor parte de los
casos de tuberculosis por M. bovis ocurre en personas
de origen hispano, sobre todo de procedencia mexica-
na, y sefialan el contacto con explotaciones animales
y la ingestion de leche cruda y queso fresco como los
factores causantes.’ Una situacion similar se reconocié
en un estudio en Denver, Colorado.?2 Los resultados del
presente protocolo, aunados a estos informes, son una
clara indicacién del elevado riesgo que la tuberculosis
bovina representa para la salud ptblica, por lo que es
necesario que se destinen mayores recursos y se hagan
los esfuerzos necesarios para que se erradique la tuber-
culosis del ganado en México.
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