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INTRODUCCION GENERAL

Dentro del complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT), los patogenos
reconocidos como los mas importantes son M. tuberculosis causante de la tuberculosis (TB)
en humanos y M. bovis causante de tuberculosis bovina (TBB). La TBB es una enfermedad
zoonotica capaz de afectar a cualquier mamifero y se ha descrito como la segunda causa de
TB en el ser humano, en realidad existe una relacion cruzada de infeccion, TB en humanos
por M. tuberculosis, y M. bovis, y TBB consecutiva a M. bovis y M. tuberculosis. Sin
embargo, es menos frecuente encontrar M. tuberculosis en ganado bovino que M. bovis en
humanos (Pérez-Guerrero et al. 2008). La TBB en humanos puede propagarse mediante el
contacto directo con un animal enfermo y/o la ingestion de productos lacteos sin pasteurizar

(Cosivi et al. 1998; Cousins 2001; Ayele et al. 2004).

En México, la TBB es uno de los principales problemas que enfrenta la ganaderia
nacional, debido a su alta prevalencia, 16% en bovinos productores de leche (SAGARPA
2011b) provocando mermas econdémicas de 40 millones de pesos diarios por concepto de
deteccion de la enfermedad en el ganado (SAGARPA 2011b). De la misma manera, se
puntualiza una disminucion del 20% en la produccién de leche y carne, y una disminucion
del 5% en la capacidad reproductiva de los rebafios (SAGARPA 2011a). La restriccion en
la venta y/o exportacion de carne de ganado bovino en pie hacia los EUA y sus productos
amenaza la comercializacion generando pérdidas de 450 millones de dolares anuales

(SAGARPA 2011b).



Baja California (B.C) es el estado que le corresponde la sexta posicion en cuanto a
frecuencia (4.3 %) y prevalencia (0.46 - 4.03 %,) de TBB EN M¢éxico (SENASICA 2013),
sin embargo se han descrito regiones en Baja California con hasta un 40% de prevalencia
de la enfermedad en ganado bovino, (Lopez-Valencia et al. 2010). Ademas es el estado
mexicano fronterizo terrestre mas transitado en el mundo, con un estimado de 50 millones
de cruces humanos legales por afo, por lo que es una region altamente susceptible al
movimiento de patdgenos. Por esto se piensa que B.C. es el estado mexicano con la mayor
incidencia de TB en seres humanos y posee una de las mds altas prevalencias de TBB
reportadas en el pais (Secretaria de Salud México 2015). En el 2013 se report6 en B.C una
frecuencia de TBB en humanos del 4.5% (27/600), en donde tres de estas cepas resultaron
polirresistentes a Pirazinamida (P), Isoniazida (H), Etambutol (E) y Rifampicina (R)
(Z+H+E, Z+E y Z+R); el resto s6lo mostr6 resistencia a Z (Laniado-Laborin et al.

2014).

El desarrollo de resistencia a los medicamentos antituberculosos durante el
tratamiento, conocido como la resistencia adquirida, puede conducir a la aparicion de cepas
resistentes y en consecuencia desfavorables resultados clinicos (Seung et al. 2004). La
resistencia adquirida se asocia con un inadecuado uso del régimen de antibidticos o un

tratamiento incompleto (Chiang et al. 2010).

Las técnicas moleculares son una valiosa herramienta de analisis para la TB y la

TBB ya que mediante el genotipado se puede diferenciar entre cepas de una misma especie,



Estas técnicas han sido empleadas en numerosos estudios de infecciones nosocomiales,
brotes institucionales y transmision de TB multirresistente a farmacos. También se han
utilizado en numerosos estudios genético poblacionales en éareas geograficas con baja,
media y alta incidencia de TB y TBB, empleando técnicas convencionales de
epidemiologia unidas al andlisis de genotipado en donde algunos reportes han encontrado
elevadas proporciones de TB transmitida recientemente sin sospecha previa por los
métodos epidemiologicos convencionales. Ademas es posible rastrear el origen de las cepas
infectantes cuando la informacion epidemioldgica no esta disponible (Zumarraga et al.

2013).

Es de importancia resaltar que es trascendental la identificacion y la diferenciacion
entre estas especies, especialmente en paises donde la TBB es endémica y se presenta la
trasmision de M. bovis entre animales o sus productos y humanos, ya que M. bovis es
intrinsecamente resistente a pirazinamida (Z), firmaco dentro del régimen estandar para M.
tuberculosis. Ademas, se ha descrito que a causa de esta especie existen 2.5% mas
probabilidades de morir durante el tratamiento, (Grange 2001; Allix-Béguec et al. 2008;

Rodwell et al. 2010; Miiller et al. 2013; Ortiz Mufioz 2015).

Por otro lado en publicaciones recientes, han demostrado el valor del analisis de los
polimorfismos de un solo nucle6tido SNPs utilizando la secuenciacion del genoma
completo (SGC) para rastrear tuberculosis en humanos y bovinos e identificar la fuente de
brotes locales (Glaser et al. 2016; Kamath et al. 2016). El notable poder discriminatorio de

los SNPs es de utilidad para el control local de la enfermedad, y pueden utilizarse para



establecer y evaluar la politica para el control de la Tuberculosis tanto en humanos como en

ganado bovino a nivel nacional e internacional (Kao R et al. 2016; Crispell et al. 2017).

La importancia de la TBB radica en sus repercusiones en salud publica ya que la
incidencia de TBB en humanos y en ganado podrian estar subestimadas y en algunos casos
incluso ignoradas, principalmente en paises en vias de desarrollo como lo es México
(Laniado-Laborin et al. 2014). Los principales problemas que impiden comprender la
verdadera carga de esta enfermedad en los humanos y en el ganado bovino son la ausencia
de vigilancia sistematica para M. bovis, derivado de falta de recursos econdmicos, la
ignorancia de la incidencia y prevalencia de TBB en zonas donde se conoce que la
enfermedad es endémica, la incapacidad y falta de procedimientos cominmente utilizados
para diagnosticar la TB y la TBB, asi como la identificacion y diferenciacion de M. bovis y
de M. tuberculosis, con el resultado de suponer que todos los casos de TB son causados por
M. tuberculosis y todos los casos de TBB son debidos a M. bovis. Por lo tanto, los datos
disponibles no son representativos de la enfermedad tanto en humanos como en el ganado
(Thoen et al. 2006; Pérez-Lago et al. 2014). Ademads, se desconocen las caracteristicas
genéticas de las cepas que circulan en la poblacion humana y bovina por lo que hasta el
momento no se ha podido esclarecer si las cepas que circulan en la poblaciéon humana

tienen origen bovino, cudl es la relacion genética de las cepas que circulan en el estado, y

cudl es el perfil de resistencia a firmacos que estas cepas poseen.

Por todo lo anteriormente mencionado se utilizd la Secuenciacion de Genoma

Completo para realizar la caracterizacion genética mediante espoligotipado in silico y el



andlisis de SNPs para determinar la relacion genética entre aislados de M. bovis

provenientes de humanos y ganado en Baja California.



ANTECEDENTES GENERALES

La TB es una enfermedad infecto-contagiosa de curso cénico, que se distribuye
mundialmente, la cual es causada por el complejo de bacterias Mycobacterium tuberculosis
(CMT), el cual comprende a las especies de M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M.
microti, M. canettii, M. pinnipedii y M. caprae, y puede afectar tanto a humanos como a
animales (Zhang et al. 2010). La infeccion por M. bovis se ha descrito en varias especies
domésticas y en animales salvajes, por lo que se considera que todos los mamiferos
terrestres son susceptibles a la infeccion por esta micobacteria (Morris et al. 1994; Cousins

2001).

La TBB es una enfermedad infecto-contagiosa, cronica, la cual se caracteriza por la
formacion de granulomas caseosos, con tendencia a la calcificacién, no vascularizados;
segun su tamafio y ubicacion causa diferentes signologias, como por ejemplo, emaciacion
progresiva, fiebre fluctuante, debilidad e inapetencia (Liichter 2004). Afecta principalmente
al aparato respiratorio, presentandose granulomas en pulmoén, ganglios linfaticos, y en
algunos otros 6rganos que con frecuencia son causa de decomiso y desecho de las canales
en el rastro. Por ello, la importancia de la TBB radica en las pérdidas econémicas que
ocasiona a la ganaderia, principalmente como barrera no arancelaria para la exportacion de

ganado y del riesgo que representa para la salud publica (Garcia 2005).



Transmision de TBB

En el ganado la infeccion por M. bovis puede ser adquirida por la inhalacion de
aerosol o particulas de polvo contaminados, considerando la via respiratoria la forma de
infeccion mas frecuente en bovinos y otras especies animales, también puede ser adquirida
por la ingestion de alimentos, agua contaminada y en los terneros al alimentarse de calostro
o leche contaminada (Menzies 2000). Las vias menos frecuentes de transmision son la
cutdnea, congénita y genital (Neill 1994). Existen numerosas rutas de infeccion en el
ganado las cuales se encuentran influenciadas por factores como la edad, el sistema inmune
de cada organismo, el ambiente y el clima. Estudios epidemioldgicos sugieren que los
factores de riesgo mas importantes en la ocurrencia y diseminacion de la TBB dentro de
un hato, son el nimero de animales infectados, la cantidad de animales susceptibles y las
medidas tomadas para prevenir la diseminacion de la TBB. A pesar de que no todos los
animales infectados transmiten la enfermedad, aquellos con cuadros respiratorios o con
mastitis tuberculosa son la principal fuente de infeccion; en la mayoria de los casos M.
bovis puede estar presente en orina, secreciones genitales, semen o deposiciones, lo

que facilita su transmision (Cousins 2001; Abalos & Retamal 2004).



Transmision de TBB de bovino a humano

Mycobacterium tuberculosis ocasiona la TB en el humano, pero también M. bovis el
cual se considera como el segundo causante de esta enfermedad, presenta la misma forma
clinica y lesiones patoldgicas (Baker et al. 2006). Algunos autores consideran que entre el
3.1 % y el 16 % de los casos de TB humana a nivel mundial pueden deberse a M.bovis

(Miiller et al. 2013).

En humanos la transmisién de TBB, ocurre cuando el microorganismo es ingerido,
inhalado o por la manipulaciéon de tejido infectado teniendo alguna herida en la piel. La
ingestion de alimentos infectados como la carne mal cocida y leche sin pasteurizar, o
derivados de ésta se considera la via de infeccion principal entre el ganado y los seres
humanos, ocasionando lesiones extrapulmonares, por ello la implementacion de la
pasteurizacion de la leche desde hace muchos afios ha constituido una rutina para eliminar
al agente etiologico en todo el mundo (Abalos & Retamal 2004; Biet et al. 2005; Esteban
et al. 2005; de la Rua-Domenech 2006). Sin embargo, en México el 28% de la leche se
comercializa sin pasteurizar para la preparacion de quesos frescos principalmente

(SAGARPA 2005).

La infeccion por via aérea ha sido descrita por contacto directo con el ganado
infectado, por lo que la poblacion en riesgo a la infeccion por M. bovis por exposicion
ocupacional son trabajadores de establos, rastros, cazadores, veterinarios, adicionalmente
deben incluirse a las personas que consumen leche no pasteurizada, pacientes con VIH-
SIDA vy sujetos comprometidos inmunologicamente. (Ayele et al. 2004; Biet et al. 2005; de

Kantor & Ritacco 2006; Thoen et al. 2006; Pérez-Lago et al. 2014). Ademas se han descrito



casos de la trasmision de M. bovis de persona a persona (Evans et al. 2007; Laniado-

Laborin et al. 2014).

Tuberculosis bovina en México

En México se han estimado pérdidas por 40 millones de ddlares anuales, tan solo
por el desecho de ganado enfermo, sin considerar la disminucién del 17% en la produccion
de leche, la reduccion en la ganancia de peso, en la tasa de conversion alimenticia hasta en
un 15%, y de la fertilidad en un 6% (SAGARPA 2011a). Por otra parte, la exportacion de
ganado bovino en pie a los Estados Unidos de América, puede verse afectada por la
presencia de esta enfermedad, representando una pérdida de divisas de 450 millones de

ddlares anuales (SAGARPA 2011b).

Para controlar y erradicar la TBB en nuestro pais, en 1996 se publico la Norma
Oficial Mexicana (NOM-031-ZOO- 1995), Campana Nacional contra la Tuberculosis
Bovina (M. bovis) que con recursos econdmicos del Gobierno Federal, Estatal y de los
productores ha fortalecido la vigilancia epidemioldgica y los programas para disminuir el
riesgo de la infeccion en el ganado bovino. Después de haber realizado pruebas de
tuberculina a la poblacion bovina en el pais, en el 66% de la superficie hay una prevalencia
menor del 0.5%, lo que representa 238,067 hatos y 14.5 millones de cabezas de ganado; en
el resto la prevalencia promedio es de 2.05%, excepto en las zonas lecheras que se

considera del 16.5% ( Figura 1, SAGARPA 2011b). Los objetivos de la Campaia



consideran que la erradicacion de esta enfermedad es necesaria para evitar el riesgo hacia la
poblacion humana, la mejora de la productividad de los bovinos, el evitar las pérdidas
econémicas y las restricciones a la movilizacion de animales, a nivel nacional e

internacional (SAGARPA 2011b).
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SUPERFICIE NACIONAL EN
FASE DE ERRADICACION 85.77 %

B :RRADICACION-Prevalencia< 0.50%

CONTROL-Prevalencia prom. 2.05%
*Excepto Cuencas Lecheras: 16.5%

Revision de imagen 19 de octubre de 2016
El SENASICA otorga el reconocimiento de cambio de fase de control a Erradicacion a 49 municipios del
Estado de Oaxaca el 22 de septiembre de 2015.

Figura 1. Situacion actual de Tuberculosis Bovina, Octubre de 2011. Se ha
reconocido el 85.77% del territorio nacional en fase de erradicacion
(prevalencia menor al 0.5%).
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Prevalencia de TBB en América Latina y el Caribe

Existe una variacion considerable en la prevalencia y la vigilancia de la TBB en
América Latina y el Caribe. La poblacion de bovinos en el Continente Americano es de 476
millones de cabezas correspondiendo el 70% a Argentina, Brasil, Colombia, Chile, México,
Paraguay, Perti y Uruguay, Los paises se agrupan de acuerdo a la prevalencia de reactores a
tuberculina: 1) mas abajo de 0.1% o nada, 2) entre 0.1% y 1%, mas alto de 1% o

desconocido ( Tabla I, de Kantor & Ritacco 2006).
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Tabla I. Agrupacion de paises de acuerdo a la prevalencia de reactores a tuberculina
Produccion de ganado
(millones de cabezas)

Prevalencia Rango Paises

Panamd, Honduras y Belice en
Baja <0.1% América Central. Colombia, 61.6
Surinam, Uruguay y Venezuela

Meéxico, Paraguay, Republica
Media 0.1% - 1%  Dominicana, Nicaragua, Costa 47.4
Rica y El Salvador

Haiti, Guatemala, Argentina,
Alta > 1% Brasil, Bolivia, Chile, Ecuador, 265.1
Perti y Guyana,

(de Kantor & Ritacco 2006).



Aproximadamente el 70% del ganado en América Latina se encuentra en areas con
alta prevalencia de la enfermedad, y el 17% en éareas virtualmente libres de TB (de Kantor
& Ritacco 2006). A pesar de los programas de control y erradicacion que se han
implementado en muchos paises, en América Latina, el 24% de la poblaciéon bovina no esta

sujeta a ninglin control de la TBB (Abalos & Retamal 2004).

Aunque en la mayoria de los paises desarrollados la enfermedad esta bajo control, la
persistencia de la infeccién en animales salvajes, como el tejon en el Reino Unido, el
venado de cola blanca en ciertas partes de los Estados Unidos o la chinchilla de Adelaida en

Nueva Zelanda (Murphree 2011), complica el objetivo de lograr su completa eliminacion.

Epidemiologia de la TBB en el mundo

La TBB es una zoonosis que produce grandes pérdidas econdémicas en muchos
paises, constituye un grave problema de salud publica en los paises en desarrollo. Su
epidemiologia resulta muy compleja debido que se trata de una bacteria de crecimiento
lento, con dificultad para aislarla y para diferenciarla clinicamente y fenotipicamente
causando esto una subestimacion de la enfermedad. La cual tiene la caracteristica de
permanecer de forma latente y afectar a diversas especies animales, incluyendo a la fauna

silvestre que funge como reservorio.

La TBB esta presente en el mundo entero, diferentes estudios coinciden en que la

prevalencia mas elevada se registra en buena parte del territorio de Africa, ciertas partes de
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Asia y las Américas. En muchos paises desarrollados se ha reducido o eliminado la TBB.
Sin embargo, en la fauna silvestre de Canada, el Reino Unido, los Estados Unidos y Nueva

Zelanda subsisten importantes reservorios de infeccion (Torgerson 2010).

En la ultima década, una nueva tendencia en el aumento de la incidencia de casos de
M. bovis en humanos se han dado en diferentes partes del mundo (Pérez-Guerrero et al.
2008; Rodwell et al. 2008; Cicero et al. 2009). Con base en estudios realizados en Africa, la
proporcion de casos es de 2.8%, mientras que en Etiopia, Nigeria y Tanzania, la proporcion
de casos varia de 17 % a 30 % (Kazwala et al. 2001; Mfinanga et al. 2004; Mawak 2006;

Shitaye 2007; Alemayehu 2008; Cicero et al. 2009; Fetene et al. 2011).

Estudios realizados en Austria, Alemania, Grecia y Espafa identificaron a M.
caprae como agente causal de TB en humanos, ademas de M. bovis (Prodinger et al. 2002;
Kubica et al. 2003; Neonakis et al. 2007; Rodriguez et al. 2009). Tres de cinco estudios
realizados en entornos con baja incidencia de TB la Uniéon Europea informaron
proporciones de M. bovis en humanos >10% (Ammon & Makela 2010). En otro estudio
hospitalario en Alemania, mediante el uso de técnicas moleculares se identificaron cuatro
casos de M. bovis entre 19 casos de tuberculosis (Zink & Nerlich 2004). Un estudio
realizado en Espafa se caracterizd la transmision de una cepa resistente a multiples
farmacos de M. bovis como la causa de brotes de TB nosocomiales que explicaron el 12.2

% de las cepas de tuberculosis resistentes a multiples firmacos (Samper et al. 2005).
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En el Reino Unido se reportd un aumento de la TBB en el ganado bovino por lo
que se investigd la infeccion por M. bovis en humanos y la transmision, mediante la
utilizacion de 15 MIRU- VNTR durante el periodo 2005 -2008. De un total de 129 casos de
infeccion por M. bovis en humanos, la mayoria de los pacientes (73 %), habian nacido antes
de 1960, previo a la introduccion generalizada de la pasteurizacion, 83% eran de raza
blanca, y 73 % nacieron en el Reino Unido. Se obtuvieron datos de tipificacion de 102
pacientes (79 %). Se obtuvieron 31/69 perfiles completos MIRU-VNTR formado ocho
grupos distintos. La proporcion global de agrupacion fue del 33 %. El grupo mas grande,
que comprende 12 casos, presentaron un mismo perfil MIRU-VNTR: 755 532 222 415 321
cepa del brote West Midlands reportado previamente. Este grupo presentd caracteristicas
heterogéneas, transmision zoonoOticas reciente, transmision de humano a humano, y
reactivacion de una enfermedad latente. Otros siete grupos, mas pequeos identificados se
debian a reactivacion de la enfermedad, en este estudio fue predominate la presencia de

casos por reactivacion (Mandal 2011).

En México se reportd una proporcion del 26.2% (306/1,165) de aislados de M. bovis
en humanos (Bobadilla-del Valle et al. 2015), mas alto que lo reportado en otros estudios
realizados en hospitales de México (<1%). (Lopez-Alvarez et al. 2010; Cordova et al.
2012), y en hospitales de América (0.4%). Adicionalmente existen reportes de cepas de esta
especie resistentes a isoniazida, rifampicina y estreptomicina en donde su impacto ha sido
dramatico. En Baja California se realizé un estudio en 323 aislados clinicos de pacientes
diagnosticados con TB en el periodo Octubre 2009 a Abril 2011, en donde el 2% de las
muestras clinicas fueron identificadas como M.bovis, estos presentaron TB pulmonar, lo
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que sugiere que la trasmision se dio por via aérea. Se realizd la caracterizacion genética
mediante la utilizaciéon de 12 MIRU-VNTR donde se determinaron 2 perfiles MIRU —
VNTR en las cepas de M. bovis el perfil: 232 224 263 322 se detectd en solo un asilado, el
cual se ha reportado anteriormente presente en Argentina, Australia y EUA, y el 232 224

253 322 se detecto en 3 aislados (Garcia Ortiz 2013).

Patogenia

Para establecer la patologia de la TBB, se debe distinguir entre una primera
infeccion, en la que la micobacteria entra en contacto por primera vez con un organismo, o
un fendémeno post primario, en el cual ya ha existido un contacto previo y por lo cual el
animal presenta inmunidad y se desarrolla la enfermedad (Hermoso de Mendoza 1992). M.
bovis tiene la capacidad de sobrevivir dentro de los macréfagos, esto se da porque se inhibe
la fusiéon del fagosoma con el lisozoma, por lo que el bacilo no es digerido quedando en

estado de latencia (Aldwell et al. 2001).

Proceso primario

La entrada de la micobacteria se da prioritariamente por via aérea, vehiculada por
micro particulas o aerosoles. En la zona donde se establece el foco primario de infeccion se
produce una pequefia zona necrotica, que contiene bacilos vivos y muertos, rodeada de una
capa de macrofagos. A partir de la localizacién primaria, la micobacteria pasa por via
hemolinfatica a los ganglios linfaticos (GL) regionales donde se desarrollan lesiones,
quedando de esta forma constituido el complejo primario de Ranke (Hermoso de Mendoza
1992). Esta lesion primaria, junto con el GL regional, es denominada “el complejo
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primario”. En el foco primario los macrofagos y las células epiteliales se aglutinan entre si
para formar a las células gigantes de tipo Langerhan, para contener a los bacilos y que no se
distribuya hacia otros o6rganos. Esto da la formacion del granuloma, los linfocitos, células
plasmaticas y monocitos forman parte de éste, cuando la lesién progresa hay fibrosis
periférica y necrosis caseosa central (Bryson 1994). Al realizar un corte sobre la lesion
granulomatosa, se observa un centro necrotico caseoso amarillento, y comunmente la
calcificacion en areas de necrosis. La mayoria de los casos de TBB son adquiridos por
inhalacion de M. bovis por lo que se piensa que el complejo primario se va a encontrar en
los pulmones asociado a los GL, sin embargo en algunos casos de neumonia tuberculosa
cronica, las lesiones de GL pueden estar ausentes, pero en general la frecuencia de lesiones
primarias de pulmén en ganado tuberculoso son usualmente de menor tamafo, en
comparacion con los nodulos linfaticos toracicos (Bryson 1994). Las lesiones primarias
pueden ser unicas o multiples, pueden involucrar a uno o a los dos l6bulos del pulmon. El
proceso tuberculoso primario usualmente comienza en la bifurcacion bronquial y alveolar
el cual se extiende hacia los alvéolos. El cuadro histologico presenta caseificacion central y
calcificacion alveolar. Las lesiones més tempranas no estan encapsuladas sino rodeadas de

un tejido alveolar condensado (Bryson 1994).

La TBB pulmonar en bovinos puede difundirse hasta involucrar la pleura. Esto
puede tener lugar por expansion directa de una lesion sub pleural debido a una extension
linfogénica o difusion hematdgena. La TBB pulmonar es caracteristicamente nodular con
lesiones que suelen tener secciones y volverse calcificadas. Ademés puede llegar a

provocar metastasis en o6rganos como higado, rifiones, ubre y meninges. En el caso del
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padecimiento cronico se caracteriza por la formacion de granulomas en GL, pulmones,

higado, intestino, bazo, pleura y peritoneo (Bryson 1994).

Proceso post primario

Este sucede en animales ya sensibilizados, que sufren una segunda infeccion de
origen exdgeno o endogeno. Siendo esta ultima la mas frecuente en los animales (Bryson
1994). En TBB de tipo congénito, el complejo primario estd en los GL, higado y en el
portal linfatico, aunque las lesiones primarias no son siempre obvias. La expansion de la
enfermedad es rapida y la muerte del becerro es en cuestion de semanas, en cuyo estado la
enfermedad est4 generalizada. Comuinmente, las lesiones son encontradas en el intestino del

ganado que ha ingerido una gran cantidad de bacterias (Bryson 1994).

Una caracteristica de la micobacteria es la habilidad de resistir la actividad
microbicida del macrofago (Aldwell et al. 2001). Las micobacterias al penetrar el
organismo, son fagocitadas por los macréfagos que se localizan en las mucosas
respiratorias o digestivas. Los macrofagos fagocitan a la micobacteria para destruirla por
medio de distintas enzimas: lipasas, fosfolipasas, proteasas y lisozimas, pero estas no son
liberadas pues se inhibe la fusion del fagosoma con el lisozoma. La micobacteria tiene la
capacidad de aglutinarse entre ellas, debido a las caracteristicas de su pared celular ricas en
lipidos, a esta forma de congregarse se le llama factor cordén, la accion de este factor
producird la destruccion de las mitocondrias teniendo como consecuencia alteraciones en la
espiracion y fosforilacion oxidativa, con lo que favorecera a la formacion del granuloma

(Hermoso de Mendoza 1992). Como consecuencia de una incapacidad de los macréfagos
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para la destruccion del bacilo tuberculoso, después de 10 dias de la infeccion, se desarrolla
un proceso de inmunidad mediada por células o hipersensibilidad retardada o de tipo IV.
Esto se debe a una mezcla de células epiteliales y gigantes formando un granuloma, el cual
desarrolla fibroplasia periférica y wuna necrosis caseosa, que conlleva a una
hipersensibilidad de cuarto grado. La reaccion inflamatoria produce tejido de granulacion
con tejido fibroso periférico y la presencia de linfocitos adyacentes a los vasos sanguineos
que conforman un granuloma, la estructura mas tipica de la TBB (Hermoso de Mendoza

1992; Tizard 2004).

Diagnostico de TBB

En México para efectos de Campafia Nacional Contra la Tuberculosis Bovina, el
diagnostico de la TB se lleva a cabo por medio de: tuberculizacion, analisis bacterioldgico e

histopatologico, y otros que determine la SAGARPA (SAGARPA 1995b).

Prueba de tuberculina

La prueba de la tuberculina es el método estandar para el diagnostico de la TBB en
el ganado, es principalmente una prueba decampo que incluye la demostracion de la
respuesta inmune a la infeccion por M. bovis. La respuesta inmune mediada por células, es
la principal reaccion inmunoldgica observada en la mayoria de las especies, incluyendo al

ganado bovino (SAGARPA 1995b).
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Las pruebas de tuberculina autorizadas en México por la SAGARPA vy las cuales
deben ser aplicadas por Médicos Veterinarios aprobados por dicha Secretaria en TBB y/o
personal oficial aprobado. Las pruebas de tuberculina autorizadas son dos, la primera
llamada Derivado Proteico Purificado (PPD) bovino, elaborada con M. bovis cepa ANS,
que se utiliza en la prueba caudal, cervical comparativa y cervical simple, y la segunda PPD
aviar, elaborada con M. avium cepa D4, que serd utilizada en la prueba cervical
comparativa. La tuberculina de PPD aviar debe contener como colorante el rojo de
Ponceau, para distinguirla de la de PPD bovino que no lleva colorante (SAGARPA

1995b).

Las tuberculinas deben ser transportadas y conservadas en frio a una temperatura de
4 a 8 °Cy protegidas de la luz solar directa durante el trabajo de campo, debe verificarse el
lote y fecha de caducidad del producto. Una vez utilizado el antigeno, debera desecharse el
resto del contenido del envase si no se va a utilizar el mismo dia. El instrumental necesario
para la realizacion de la tuberculinizacion se ajustara a las siguientes especificaciones: Se
utilizardn jeringas graduadas de 1 ml con graduacion de 0.1 ml, de preferencia desechables,
automaticas o en caso contrario limpias, esterilizadas y en buen estado. Las agujas seran
hipodérmicas, calibre 24 a 26 de 0.5 a 1.0 cm de largo, de preferencia desechables o en
caso contrario limpias, esterilizadas y en buen estado. Para la prueba cervical comparativa
se usara un cutimetro metalico o de plastico como el vernier, graduado en mm (SAGARPA
1995b). Para la aplicacion de cualquiera de las pruebas, éstas deben realizarse de forma
unica, en las 72 horas siguientes no efectuarse otro tipo de manejos, como son el herrado,
desparasitado, vacunacién y otros, con el fin de no afectar los resultados (SAGARPA

1995b).
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Prueba caudal

Rasurar el area donde se inoculard la tuberculina en pliegue caudal de la cola. Esta
prueba se aplica mediante la inoculacion intradérmica de 0.1 ml de PPD bovino. Previo a
la inoculacion, se levanta el pliegue caudal de la cola en el centro del area rasurada y se
procedera a medir el grosor, utilizando un cutimetro. El registro final de las medidas debera
redondearse segun el siguiente criterio: de 6.2 baja a 6.0, 6.3 sube a 6.5; de 6.7 baja a 6.5;

de 6.8 sube a 7; debiendo registrarse los valores en los formatos (SAGARPA 1995b).

Prueba cervical comparativa

Rasurar el area donde se inoculard la tuberculina en el tercio medio superior del
cuello. El sitio de aplicacion superior serda cerca de 10 cm debajo de la cresta, el sitio
inferior sera aproximadamente de 13 cm debajo de la anterior. El PPD aviar se inocula
intradérmicamente en el area rasurada superior y el PPD bovino en la inferior. La lectura
de esta prueba se realizard 72 horas (+6 horas), midiendo con el cutimetro el grosor de las
reacciones, ¢éstas serdn anotadas en el formato oficial de la prueba cervical comparativa,
sustrayendo el valor de la primera lectura al de la segunda; una vez realizada esta operacion
se procede a graficar los valores obtenidos tanto de PPD aviar como del bovino y el punto
de interseccion dard el resultado de la prueba. De acuerdo a la grafica oficial se

interpretaran los resultados (SAGARPA 1995b).
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Prueba cervical simple

Esta prueba se emplea para probar hatos en los que se conoce la existencia de M.
bovis o bien, para probar ganado que estuvo expuesto directa o indirectamente con hatos
infectados con M. bovis. Se debe rasurar el area donde se inoculard la tuberculina en el
tercio medio superior del cuello. El sitio de aplicacion serd aproximadamente 10 cm debajo
de la cresta. Esta prueba se aplica mediante la inoculacion intradérmica de 0.1 ml de PPD
bovino en la region media cervical, haciendo la lectura el mismo Médico Veterinario que
aplicd la prueba mediante la observacion y palpacion del sitio en donde se practico,
realizdndose a las 72 +6 horas posteriores a su inoculacion. Las reacciones se clasifican
como negativa: cuando no se observe ni se palpe ningiin cambio en la piel del sitio de
aplicacion. Reactor: cuando sea visible y/o palpable cualquier engrosamiento, rubor, calor,
dolor o necrosis en el sitio de aplicacion (SAGARPA 1995b). La prueba de tuberculina ha
demostrado su gran utilidad para el control de esta enfermedad bajo un esquema de
aplicacion periddica. Esta estrategia, aunque presenta una buena sensibilidad y
especificidad para la identificacion de animales infectados, ha sido insuficiente para lograr

la erradicacion de la enfermedad (Estrada Chavez et al. 2001).

La prueba de tuberculina no se debe repetir antes de 60 dias, lo que la hace lenta y
dificulta el manejo del ganado para la prueba (Adams 2001). Otro problema de esta prueba
reside en que no detecta animales sin hipersensibilidad tardia hacia M. bovis, denominados
anérgicos, ya sea con una infeccion diseminada o con una infeccion reciente, debido a que
en estos casos la inmunidad celular se encuentra deprimida o en proceso de desarrollo

(Ritacco et al. 1991).
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Diagnostico histopatoldgico

Esta técnica permite identificar cualquier cambio morfologico de los tejidos, asi
como la presencia de los granulomas. Las muestras obtenidas son fijadas en formol al 10%,
y sometidas a un proceso de deshidratacion, aclaracion e inclusion para la preparacion de
los cortes histopatoldgicos, para ser coloreadas con hematoxilina-eosina y el método de
Ziehl-Neelsen (Z-N) modificado para tejidos. De la observacion microscopica de los cortes
se consideran lesiones compatibles con TB cuando se observan los componentes celulares
descritos en el item lesiones. Con la coloracion de Z-N se pueden observar bacilos acido-
alcohol resistente en el citoplasma de las células epitelioides, células gigantes y en la zona

de necrosis.

Cultivo microbiologico

El cultivo microbiolégico es un método sensible y especifico para detectar la
presencia de micobacterias en una muestra determinada. Los medios de cultivo primario de
las micobacterias incluyen un medio selectivo y otro no selectivo. Los medios selectivos
contienen antibioticos para evitar el sobre crecimiento de bacterias y hongos contaminantes.
Hay tres formulaciones generales que se usan tanto en los medios selectivos como no
selectivos. Estos medios son el agar semisintético como el Middlebrook 7H10 y 7H11, los
medios s6lidos a base de huevo coagulado, como Ldwenstein-Jensen y Stonebrink y los

medios de caldo como el Middlebrook 7H9 y 7TH12 (Jawetz 2013).

Para procesar muestras para el cultivo, en primer lugar se homogeneiza el tejido

mediante un mortero, un digestor o una mezcladora, y a continuacion se descontamina con
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detergente como cloruro de hexadecilpiridinio [HPC] 075-05 %, un alcali, como hidréxido
de sodio al 2—4 % o 4acido oxalico al 5 %. La mezcla de alcali o 4cido se agita durante 10-
15 minutos a temperatura ambiente y a continuacion se neutraliza. La neutralizacion no es
necesaria cuando se utiliza HPC. La suspension se centrifuga, se desecha el sobrenadante y
el sedimento se utiliza para el cultivo y el examen microscopico. Se recomienda que, como
minimo, se realice un cultivo de muestras compuestas de ganglios linfaticos de la cabeza y
el torax cuando no se detecten lesiones visibles en los animales positivos a la prueba de la

tuberculina o del interferon en el examen post-mortem (OIE 2012).

Para el aislamiento primario, el sedimento se inocula en un medio de cultivo
generalmente medios solidos basados en huevo, como el Stonebrink. Los cultivos se
incuban durante un minimo de 8 semanas y preferiblemente durante 10-12 semanas a 37°C
con o sin CO;. Los medios deben estar en tubos bien cerrados para evitar la desecacion. Se
comprueba si en las superficies inclinadas hay crecimiento macroscopico a intervalos
periddicos durante el periodo de incubacion. El crecimiento de M. bovis en general tiene
lugar en un plazo de 3-6 semanas de incubacion en funcion de los medios utilizados (OIE

2012).

Se utilizan sistematicamente sistemas de cultivo liquido en algunos laboratorios de
hospitales y veterinarios; en estos sistemas el crecimiento se mide por métodos
radiométricos o fluorométricos. Si se produce una contaminaciéon macroscopica de los
medios de cultivo, el proceso de cultivo deberd repetirse utilizando los indculos retenidos

con un descontaminante distinto. El factor limitante en el aislamiento suele ser la mala
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calidad de las muestras enviadas y deben realizarse todos los esfuerzos posibles para

asegurarse de que el laboratorio recibe las muestras de calidad (OIE 2012).

INF -Gamma Interferon

En el ano 1985 fue desarrollado este ensayo el cual se basa en que solamente el
bovino infectado con M.bovis tendra linfocitos T circulantes que reaccionaran ante la PPD
bovino, secretando interferon. Esta secrecion se realiza en cantidades capaces de ser leidas
y mensuradas a través de inmunoensayo. Esta prueba involucra la incubacion de alicuotas
de sangre heparinizada con PPD bovino, PPD aviar (antigeno reactivo cruzado) y buffer
fosfato salino como control negativo (PBS, pH 7.3), durante 24 hs a 37° C y 5% de COa,,
recuperando posteriormente el plasma. Interferon gamma fue incorporada al programa de
control y erradicaciéon de algunos paises (por ejemplo: Nueva Zelanda), con resultados

exitosos (Rothel et al. 1990; Wood et al. 1990).
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Diagnostico de TBB en humanos

Para distinguir M. bovis de otros miembros del CMT, se realiza la identificacion de
los aislados determinando propiedades bioquimicas y de cultivo. En un medio soélido
adecuado con piruvato, las colonias de M. bovis son lisas y de color pardusco. M. bovis es
sensible a la hidrazida del tiofen-2-acido carboxilico y a la hidrazida del 4cido isonicotinico
(OIE 2012). Las cepas de M. bovis son también sensibles al dcido para-amino salicilico y a
la estreptomicina. Las concentraciones efectivas de estos compuestos son diferentes en
medios con huevo y en medios con agar. La producciéon de niacina, la reduccion de nitrato
asi como la nicotaminidasa y pirazinaminidasa dan resultados negativos en M. bovis, sin
embargo en la prueba de la amidasa, es positivo para ureasa (OIE 2012). Para diferenciar
M. bovis de otros miembros del CMT, las técnicas de identificacion molecular basadas en la
amplificacion por PCR de alguna region del genoma previamente conocida como
polimorfica entre los miembros del CMT, representan un método rdpido y de mayor

precision que los métodos bioquimicos (Zumarraga 1999; Bakshi et al. 2005).

En México, no existen reportes oficiales sobre la proporcion de casos de M .bovis en
humanos, debido a que ninguna institucion de salud dictaminada la identificacion de la

especie infectante en pacientes con diagnostico de TB.
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Caracteristicas genéticas de M. bovis AF2122/97

La cepa de M.bovis AF2122/97 aislada en 1997 en Gran Bretafia, es descrita como
virulenta ya que fue aislada de un vacuno con lesiones granulomatosas en ganglios
linfaticos pulmonares y broncomediastinicos (Garnier et al. 2003). El tamafio del genoma
es de 4,345,492 pb, con un contenido de G+C de 65.63% y 4,003 genes que codifican para
3,952 proteinas, mostrando colinealidad y ninguna evidencia de translocaciones extensas,
duplicaciones o inversiones (Figura 2)(Garnier et al. 2003). A través de la gendémica
comparativa del complejo de M. tuberculosis, mediante el uso de métodos basados en
hibridacion (Behr et al. 1999; Gordon 1999), se identificaron 11 deleciones del genoma de
M. bovis, que varian en tamafio desde 1 a 12.7 kb, y estos han sido confirmados derivados

de la secuencia genémica (Garnier et al. 2003).
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Figura 2. Representacion circular del genoma de M. bovis. La escala se muestra en mega
bases por el circulo negro exterior. Moviéndose desde afuera, los dos siguientes circulos
muestran CDS de cadena directa e inversa, respectivamente, con colores que representan la
clasificacion funcional. Se muestran las comparaciones con la secuencia de M. tuberculosis
H37Rv, con transiciones (amarillo) y transversiones (verde), luego inserciones (rojo, 1 pb;
negro 1 pb) y deleciones (azul oscuro, 1 pb, los reemplazos de secuencia por regiones
novedosas en M. bovis se muestran entonces (purpura). Los elementos ES y fago (cyan) se
muestran en el siguiente circulo, con contenido de GC y finalmente GC (G-C) / (G C)
mostrados usando una ventana de 20 kb (Garnier et al. 2003).
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Comparacion de las caracteristicas genéticas entre M. tuberculosis H37Rv 'y M. bovis
AF2122/97

Los genomas de M. tuberculosis H37Rv 'y de M. bovis AF2122/97 son 99.95%
idénticos a nivel de nucleodtidos, sin embargo las diferencias estan en los genes reguladores
que afectan a la expresion de una amplia gama de genes (Garnier et al. 2003). En la era
postgenodmica, los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) han surgido como una
herramienta para delinear las relaciones filogenéticas entre cepas estrechamente
relacionadas de bacterias patogenas, incluyendo M. tuberculosis. Existen 2,437 SNPs entre
M. bovis AF2122/97 y M. tuberculosis H37Rv (Fleischmann et al. 2002). Los SNP han
demostrado ser responsables de caracteristicas distintivas entre M. bovis y M. tuberculosis.
Por ejemplo, una mutaciéon puntual (SNP) en el gen que codifica a la enzima
pirazinamidasa (pncA) en M. bovis le confiere resistencia a la pirazinamida (Scorpio &

Zhang 1996; Scorpio et al. 1997; Boshoff et al. 2002).

Aproximadamente el 10% de la capacidad codificante del genoma de
Mpycobacterium codifica genes de la familia PE y PPE, las cuales tienen importancia en su
patogenicidad (Cole et al. 1998). La familia PE la constituyen 100 genes aproximadamente
y la familia PPE tiene alrededor de 70 genes. Se caracterizan por la presencia de motivos
Prolina-Glutamina y Prolina-Prolina-Glutamina cercanos al extremo amino terminal de sus
proteinas (Cole et al. 1998). Existe una gran variacion en genes que codifican para las

familias de proteinas PE-PGRS y PPE (Cole et al. 1998).
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Entre M. bovis AF2122/97 y M. tuberculosis H37Rv se observa gran variacion en
genes que codifican para 29 proteinas PE_ PGRS y 28 PPE. Estas variaciones se deben a
inserciones y deleciones en el marco de lectura mientras que en otras existe un desfase en el
marco de lectura (Garnier et al. 2003). Aproximadamente el 60% de estas proteinas son
diferentes entre las cepas del complejo CMT, a diferencia de lo que ocurre con el resto del
genoma en donde la mayoria de los genes entre las especies son idénticos. Esto indica que
los genes de las familias PE-PPE son secuencias polimorficas, y origen de variacion

antigénica entre distintas cepas (Garnier et al. 2003).
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Figura 3. Esquema de las principales diferencias en la pared celular y variaciones
antigénicas entre M. bovis AF2122/97 y M. tuberculosis H37Rv. Las lineas azules y rojas
representan la pared celular; con el azul mostrando a M. tuberculosis y rojo mostrando M.
bovis. Las moléculas expuestas a la superficie y de transporte particulares a cada bacilo se
muestran incrustadas en la pared. Debido a que el gran nimero de diferencias en el PE-
PGRS y PPE estan mas alla del alcance de este diagrama, son meramente representados por
moléculas expuestas a la superficie. Las proteinas diferenciadamente segregadas (flechas
naranjas) se muestran en cada mitad. El interior del diagrama muestra los pasos clave en el
metabolismo de los carbohidratos, con las cruces rojas mostrando donde las lesiones
ocurren en M. bovis. Las proteinas que interactian con el ADN que se inactivan en M.
bovis se muestran en azul. PGL, glicolipido fenolico; G3P, 3 - fosfato de glicerol; DHAP,
fosfato de dihidroxiacetona; PEP, fosfoenolpiruvato; Ald, alanina deshidrogenasa (Garnier
et al. 2003).
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Identificacion molecular de la especie

Para la identificacion de M. bovis se puede realizar con ADN de tejido o muestras
bioldgicas, sin cultivo previo, en donde se amplifica un segmento de ADN de un gen de la
micobacteria para de esta forma identificar la especie infectante (Wards et al. 1995;
Cousins 2001). Para la identificacion y diferenciacion rapida entre M. bovis y M.
tuberculosis ha sido utilizado exitosamente como marcador molecular el operon mce-3, ya
que en esta region M. bovis carece de un fragmento de 12.7 kb, el cual esta presente en M.
tuberculosis. Este bloque de delecion, involucra a la mayor parte del operén mencionado lo
cual puede estar relacionado con la virulencia en estas dos especies (Zumarraga 1999;

Bakshi et al. 2005).

Caracterizacion molecular del Complejo Mycobacterium tuberculosis

El desarrollo de metodologias de caracterizacion molecular ha revolucionado el
estudio de la TB. Estas técnicas, mediante el estudio de distintas regiones gendmicas de las
micobacterias, son capaces de desvelar el genotipo de la cepa, es decir, de generar un
patron genético especifico de cada una de ellas. Esto ha permitido realizar estudios de
transmision global de la enfermedad, que permiten una comparacion de cepas circulantes
en distintas poblaciones y de esta manera establecer si hay un flujo genético de una
poblacion a otra, también han permitido la revelacion de las bases genéticas implicadas en
el desarrollo de resistencia a medicamentos, caracterizar brotes, hacer distincion entre
transmisiones recientes o antiguas, detectar si hay contaminacion cruzada en el laboratorio,
deteccion de reinfeccion o recaida en pacientes con episodios secundarios de TB,

identificacion de poblaciones con alto riesgo de transmision para la  posterior
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implementacion de la estrategia de control adecuada para contrarrestar la transmision. Un
método de genotipificacion molecular debe ser preferiblemente rapido, sencillo de realizar
de bajo costo, facilmente aplicable en muestras clinicas o que no requiera una gran cantidad
de bacterias en cultivo, con un buen poder discriminatorio entre cepas, y que los
marcadores genéticos sean estables (Supply et al. 2000; Hawkey 2003; Kwara 2003;
Supply et al. 2006; Rodwell et al. 2010). A continuacién se detallaran las herramientas de

genotipado mas utilizadas asi como sus aplicaciones en diferentes contextos.

RFLP-IS6110

Los primeros estudios para identificar los genotipos en M. tuberculosis se realizaron
mediante la técnica del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion del
elemento de insercion IS6110 (RFLP-IS6110). Este elemento se caracteriza por estar
presente en multiples copias y en distintas regiones del genoma del complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMT) (Figura 4, Cave et al. 1991). Sin embargo, se requiere
grandes cantidades de ADN, es dificil de comparar entre laboratorios y tiene la desventaja
de tener un bajo poder de discriminacion entre cepas con bajas copias de IS6110 (Kremer et

al. 1999; Cowan & Crawford 2002; Lee et al. 2002a).

34



o "\ )4 RFLP-1S6110
N 4 1
'1 ’ a4 .‘\ “
) e >
. Cromosoma &
/ de MTBC P
+ v
A= W 7 == =
X | / * -
) f
j A -
K,
R -
X -
; o
4 Diana de restriccion Pvull

= 156110

- Sonda IS6110

Figura 4. Representacion del cromosoma del CMT con las IS6/10, dianas de restriccion
Pvull y las sondas IS6/10 y ejemplos de 2 patrones de cepas Ay B

35



Espoligotipado

En la actualidad es una de las técnicas mas utilizadas para la genotipificacion de
micobacterias del complejo M. tuberculosis. Este método se basa en la presencia o ausencia
de variantes de DR (DVR, por sus siglas en inglés). Las DVR se componen de una
secuencia repetida de 36 pb conservada y de una secuencia espaciadora variable de 35 a 41
pb: el blanco de la tipificacion es esta region variable. El cromosoma de la cepa M.
tuberculosis H37Rv tiene 48 DVR y el de M. bovis BCG 41 (Figura 5). De este modo, para
la genotipificacion se utilizan de manera rutinaria 43 espaciadores, 37 de H37Rv y 6 de
BCG. (Caimi et al. 2001; Cobos-Marin et al. 2005; Javed et al. 2007). La presencia o
ausencia de espaciadores, permite crear bases de datos sencillas, con un cédigo binario de 1
(presencia) y 0 (ausencia), las cuales sirven para formar matrices que mas tarde son
utilizadas en diferentes tipos de andlisis filogenéticos para determinar grupos de cepas de
similitud genética. Tiene la ventaja de ser un método de bajo costo pueden correlacionarse
con otros marcadores genéticos, es altamente reproducible y tiene un buen nivel de

sensibilidad para diferenciar entre cepas.
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Figura 5: Estructura del locus DR en el genoma micobacteriano. (A) Multiples DRs en los
cromosomas de M. tuberculosis y M. bovis (representados como rectangulos) se intercalan
con espaciadores unicos que varian en longitud de 35 a 41 pb. Los espaciadores
(numerados) utilizados corresponden a 37 espaciadores de M. tuberculosis H37Rv'y 6 a M.
bovis BCG. Se representa el sitio de integracion del elemento de insercion 1S67/10. (B)
Principio de amplificacion in vitro de la region DR mediante PCR. Cualquier DR en la
region DR puede servir como un diana para estos cebadores; Por lo tanto, el ADN
amplificado estd compuesto por una mezcla de un gran numero de fragmentos de diferentes
tamafios (Kamerbeek 1997).
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1.1.3 MIRU-VNTR

Los marcadores MIRU-VNTR (Figura 6) “nimero variable de wunidades
interespaciadas de repeticion en tdndem micobacterianas” representa una estrategia de
genotipado 100% reproducible, sensible y especifica, con un alto poder de discriminacién
entre las cepas del CMT (Supply et al. 2000; Mazars et al. 2001; Supply et al. 2001; Cowan
& Crawford 2002; Oelemann et al. 2007; Allix-Béguec et al. 2008). Se encuentran
dispersos en 41 regiones del cromosoma de M. tuberculosis H37Rv, de los cuales 12, 15y
24 son altamente polimorficos (Supply et al. 2006). Se caracterizan por tener un tamafio 51
a 77 pb de longitud, son polimoérficos en el nimero de repeticiones en tindem y a nivel de
secuencia entre las unidades de repeticion. Esta técnica se basa en la amplificacion por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mediante cebadores especificos para las
regiones que flanquean a los VNTRs, y la determinacion de los tamafios de los productos
amplificados por medio de electroforesis. Al conocer la longitud de las unidades de
repeticion, sus tamanos reflejan el nimero de repeticiones de los VNTR amplificados. El
producto final es una clave numérica que corresponde al nimero de repeticiones de cada
locus de VNTR. Estos genotipos numéricos son convenientes para estudios comparativos

intra e inter-laboratorios.

La técnica de MIRU-VNTR tiene la gran ventaja de ser un procedimiento
automatizado el cual cuenta con bases de datos de acceso publico que permiten el analisis y
la comparacion de resultados en forma rapida y precisa (Mazars et al. 2001; Supply et al.
2001; Allix et al. 2004). Diversas investigaciones han utilizado los MIRU-VNTR para

estudios genéticos y epidemioldgicos, asi como para analizar cambios evolutivos en las
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poblacion-es de patogenos y para darle seguimiento a los brotes infecciosos de M.
tuberculosis (Allix et al. 2004). Asimismo, se han empleado para detectar infecciones de
TB por multiples cepas, para identificar contaminacion cruzada en laboratorios, determinar

el origen y dispersion de las cepas (Allix et al. 2004; Dickman et al. 2010).
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Figura 6. Esquema del cromosoma M. bovis con loci VNTR (verde), una variacion en el
nimero de segmentos cortos y repetidos contenidos en un locus especifico. La
amplificacion de un cebador de PCR especifico (rojo) que flanquea el locus produce
fragmentos de ADN cuyas longitudes varian dentro de las cepas. El nimero de repeticiones
por locus varia entre las cepas.
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Secuenciacion de genoma completo

El rapido desarrollo de la tecnologia para secuenciar acidos nucléicos ha permitido
reducir costos y tiempos de ejecucion (Ford et al. 2012). La secuenciacion del genoma
completo (SGC) del CMT se ha utilizado para investigar una amplia gama de temas sobre
la biologia celular y molecular de estos microorganismos. Ahora se tiene la capacidad, sin
precedente, de utilizar la SGC, o secuenciacion masiva; y asi analizar en forma global el
genoma del CMT, y por tanto empezar a comprender la relacion, la diversidad genética de
patogenicidad y resistencia a farmacos de las especies del CMT. La SGC tiene el potencial
de detectar todos los tipos de variacion gendmica en un unico experimento, incluyendo
polimorfismos de un solo nucledtido o mutaciones puntuales, inserciones y variantes
estructurales tanto equilibradas (inversiones y translocaciones) como desequilibradas

(deleciones o duplicaciones) (Armengol 2012).

Secuenciacion de Genoma Completo mediante pirosecuenciacion

En esta técnica, primero se procede a fragmentar el ADN y mediante ligacion se le
afiaden secuencias adaptadoras a los extremos. Los fragmentos de ADN posteriormente se
amplifican clonalmente y se agrupan (clustering) para ser utilizados como entidades a
secuenciar. Las secuencias cortas producidas por el instrumento a partir de los extremos del
ADN con los adaptadores se denominan lecturas o reads. Las lecturas de tipo paired end se
generan mediante la fragmentacion del ADN en pequefios segmentos (< 300 pb) de los
cuales se secuencia el final de ambos extremos (Fullwood et al. 2009). Un aspecto

importante en la SGC es el numero de veces que cada base del genoma est4 presente en los
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reads de secuenciacion producidos. Este valor se denomina profundidad de cobertura
(depth of coverage, o simplemente, coverage) y es uno de los factores determinantes para
evaluar la fiabilidad del nucleétido asignado a esa posicion del genoma (Fullwood et al.
2009). En experimentos de cuantificacion de nimero de copias de variantes estructurales
como deleciones y duplicaciones. Recientemente han aparecido versiones de equipos de
SGC con caracteristicas mas limitadas en cuanto a su rendimiento y capacidad de
secuenciacion pero con mayor facilidad de manejo y enfocados a un segmento de mercado
distinto. Algunos ejemplos son los equipos 454 GS Junior de Roche, MiSeq Personal
Sequencer de Illumina e Ion Torrent de Life Technologies (Metzker 2010). La SGC
produce una gran cantidad de datos que una computadora comun no puede manejar (Stein
2010). Aunque para algunas plataformas existen herramientas de manejo de datos y analisis
en un Unico programa, cualquier tarea no trivial a realizar con los datos requerira al menos
de una persona con conocimientos en bioinforméatica (Richter & Sexton 2009). Por lo que
una parte indispensable en la SGC es el analisis computacional para manejar y analizar
datos biologicos (Horner 2010). A continuacion se describe el valor clinico de la SGC en

el CMT

Seguimiento de la transmision y definicion de brotes por SNPs

Las técnicas tradicionales de tipificacion de cepas, identifican genotipos de cepas
del CMT vy definen brotes. Sin embargo, estas técnicas pueden ser inexactas al rastrear las
vias de transmision o determinar si los aislados con diferencias menores pertenecen a un
brote (Jagielski et al. 2014; Lee et al. 2015). La SGC puede identificar las diferencias de

SNP en las cepas que se clasificaron como idénticas por otras técnicas, y puede rastrear la
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transmision delineando el orden de los cambios de nucledtidos (Luo et al. 2014; Mehaffy et
al. 2014). Un ejemplo claro de esto es el estudio de Schiirch y colaboradores quienes
investigaron un gran brote holandés de 104 cepas de M. tuberculosis con patrones 1S6110
idénticos, lo que hace imposible determinar el caso primario y las vias de transmision. La
SGC de tres aislados identifico ocho SNPs especificos para las cepas del brote, el hallazgo
de estos SNPs en los 104 aislados, fueron capaces de rastrear la evolucion de los cambios
de nucleotidos y dividir el brote en cinco grupos de SNPs, cada uno con un caso indice y
una cadena de transmision (Schiirch et al. 2010). En otra investigacién de un brote de M
tuberculosis en 41 casos en Vancouver, Canada, se realizo la SGC de todos los
aislamientos. Mediante la técnica de MIRU-VNTR se observé un solo perfil de genotipo,
sin embargo, mediante SGC se detectaron dos brotes concomitantes causados por dos cepas
con genotipos MIRU-VNTR idénticos que habian evolucionado a partir de un antepasado

comun (Gardy et al. 2011).

La tasa de mutacion del Complejo Mycobacterium tuberculosis.

La tasa de mutacion de las bacterias del CMT es importante para definir los grupos
de brotes, las lineas de transmision y la evolucién bacteriana. En los estudios de
transmision (Gardy et al. 2011; Colangeli et al. 2014), hay acuerdo entre las estimaciones
de 0.3 - 0.5 SNPs por afio por genoma, que son consistentes con la estimacion de SNPs 0.2
por genoma por afio basado en el ADN de aislamientos antiguos (Bos et al. 2014). Se
informo la misma tasa de mutacion de 0.3 — 0.5 mutaciones al afio en cepas cultivadas in

vitro e inesperadamente en cepas a partir de un modelo de primates con tuberculosis activa,
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latente o de reactivacion. Este hallazgo implica que las mutaciones del ADN contintian
produciéndose en la misma proporcion en una infeccion pulmonar latente (Ford et al.
2011). Sin embargo, Colangeli et al. 2014 calcularon la tasa de mutacion en la tuberculosis
humana latente mediante la SGC y obtuvieron un resultado diferente. Ellos examinaron
cuatro cepas adquiridas a partir de un caso indice comun; dos pacientes desarrollaron
tuberculosis dentro de los 2 afios de exposicion y dos desarrollaron tuberculosis mas de 20
afios después. Las tasas de mutacion en las cepas humanas latentes fueron al menos diez
veces mas bajas que en las cepas de los casos que desarrollaron tuberculosis poco después
de infectarse y las tasas de replicaciéon bacteriana fueron mucho mas lentas en la

enfermedad latente.

La filogenia y evolucion del CMT

Todas las especies dentro del CMT evolucionaron de una cepa ancestral comun a
través de una serie de deleciones cromosomicas (Brosch 2002). Se cree que el pariente mas
cercano de la cepa ancestral original es M. canettii, una cepa de colonia lisa aislada s6lo en
Djibouti, Africa del Este. Se han identificado menos de 100 cepas de M. canetti, ya que
fueron descritas por primera vez por van Soolingen y sus colegas en 1997 (Pfyffer et al.
1998). Cinco genomas de M. canettii secuenciados fueron 10-115 kb més grande que otros
miembros del CMT (Supply et al. 2013), ademas mostraron una mayor diversidad
gendmica y mas SNPs que en todas las otras cepas del CMT combinado. A diferencia de M.
tuberculosis, M. canettii ha adquirido material genético a través de eventos de

recombinacion homologa. Las cepas de M. canettii crecen mas rapido que las cepas de M.
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tuberculosis, formando colonias en aproximadamente 9 dias, y aunque pueden causar

enfermedades humanas graves, son menos virulentas en ratones (Supply et al. 2013).

Los agrupamientos filogeograficos de cepas de M. tuberculosis basados en el
analisis de pequenas regiones del cromosoma han sido imprecisos (Supply et al. 2006;
Zhang & Yew 2015), pero el analisis de las diferencias y supresiones de SNPs en los
genomas de cientos de cepas geograficamente diversas produjo arboles filogenéticos
detallados que dividen las cepas de M. tuberculosis en linajes principales (Comas et al.
2013). El linaje 1 (Indo-Oceénico), que es mas comun en Filipinas y el borde del Océano
Indico (también reportado en Djibouti), junto con los linajes M. afiicanum 5y 6 y el linaje
8, que consiste en todas las cepas animales, se denominan colectivamente linajes
ancestrales. De los linajes modernos, el linaje 2 (Asia oriental) predomina en Asia oriental,
pero también se informa en Asia central y Rusia, e incluye a la familia de Beijing. El linaje
3 esta centrado en la India y el este de Africa, mientras que el linaje 4 (Euro-Americano) las

cepas se localizan en Europa, las Américas, Africa, y Oriente Medio.

Resistencia a farmacos

Las especies dentro del CMT son naturalmente resistentes a muchos antibidticos.
Esta circunstancia dificulta mucho el tratamiento contra la TB. En el CMT la resistencia a
los antibidticos es, en gran medida, debida a la pared celular de los bacilos; la cual es muy

hidrofébica y actia como una barrera de permeabilidad (Gagneux et al. 2006b). Por otro
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lado, mucho del potencial de resistencia de MTB esta codificado en su genoma (Gagneux et
al. 2006a). Este incluye genes que codifican para enzimas hidroliticas y para enzimas
modificadoras de farmacos, como las beta-lactamasas y las aminoglicésido-acetil-
transferasas. Ademas de diversas proteinas transportadoras de eflujo (efflux), tales como 14
miembros de la stper familia mayor facilitadora (Major Facilitator Superfamily), y
numerosos transportadores tipo ABC (4denosine Triphosphate Binding Cassetes). Por otro
lado, se conocen diversas mutaciones que confieren resistencia al CMT contra los
medicamentos de primera y segunda lineas, utilizados para el tratamiento de las especies
dentro del CMTE. Estas bacterias estan distribuidas en todo el mundo. Generalmente, el
surgimiento de cepas del CMTE. resistentes a farmacos antituberculosos durante el
tratamiento, conocido como la resistencia adquirida, se asocia con un inadecuado uso del
régimen de antibidticos o un tratamiento incompleto (Chiang et al. 2010) con resultados

clinicos desfavorables (Seung et al. 2004).

La aparicion y desarrollo de las técnicas moleculares estd permitiendo un mejor
conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad, de los factores de virulencia y de los
mecanismos de resistencia lo que dara lugar en un futuro inmediato a nuevas estrategias de

prevencion y tratamiento de la enfermedad (Zumarraga et al. 2013).

Las mutaciones conocidas que confieren resistencia no pueden explicar por qué las

cepas con mutaciones idénticas tienen diferentes niveles de resistencia, por qué algunas

cepas resistentes a un antibidtico no tienen mutaciones conocidas asociadas con esa
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resistencia, o por qué algunas cepas resistentes no se transmiten, pero otras cepas altamente

resistentes causan grandes brotes (Lanzas et al. 2013).

El uso de SGC para identificar mutaciones en una sola cepa antes y después del
desarrollo de la resistencia es simple (Eldholm et al. 2015), pero el andlisis de distintas
cepas con cientos de diferencias SNPs (Coscolla & Gagneux 2014; Wozniak et al. 2014) es
desafiante. Ademas, existen diferentes enfoques que hay que abordar para la identificacion
de nuevas mutaciones de resistencia como lo son: las interacciones epistaticas
(interacciones entre las mutaciones de resistencia y otros determinantes gendmicos que
modulan el fenotipo de la mutacion (Trauner et al. 2014), los genes conocidos por ser

asociados con la resistencia a los fArmacos y sus regiones circundantes.

Mutaciones compensatorias

La resistencia a farmacos en las bacterias se asocia frecuentemente con un costo de
la aptitud, lo que se traduce a una tasa de crecimiento disminuida en comparacién con la
cepa de campo (Andersson & Hughes 2010b). Sin embargo este costo no es universal,
existen aislados microbiologicos de M. tuberculosis resistentes a los farmacos los cuales
han demostrado tener niveles de aptitud similares a los de la cepa de campo (Gagneux
2009). Los efectos heterogéneos de la resistencia a farmacos, dada por mutaciones pueden
atribuirse a varios factores, incluyendo las diferencias preexistentes en el fondo genético de
la cepa. Las mutaciones compensatorias pueden compensar de manera parcial o total el

costo de la aptitud, dando como resultado una cepa farmacorresistente con una tasa de
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crecimiento comparable a la cepa de campo en ausencia de antibidticos (Andersson &
Hughes 2010a) M. tuberculosis puede adquirir resistencia a la rifampicina a través de
mutaciones en el gen, rpoB (Ramaswamy et al. 2003). En una serie de estudios se ha
demostrado que la adquisicion de resistencia a la rifampicina esta asociada con un costo de
acondicionamiento fisico. Sin embargo, en algunos casos, aislados con la mutacion S531L
tpoB no presentaban costo en la aptitud. Por lo que, se sugirié que la mutacion S53/L rpoB
no incurrié en estos antecedentes genéticos especificos de la cepa o que se adquirieron
mutaciones secundarias que mitigaron la baja inicial del costo de aptitud de la mutacion
S531L rpoB (Gagneux et al. 2006c). En apoyo de lo ultimo, un conjunto de mutaciones
compensatorias en los genes de la RNA polimerasa subunidades RpoA y RpoC se
describen en aislados de en M. tuberculosis, Resistentes a RIF (Comas et al. 2012). Estas
mutaciones Se asociaron con un aumento de la aptitud fisica in vitro y se sobre-
representaron entre las cepas resistentes a multiples farmacos (MDR). Un estudio posterior
reporta que 14 de 24 aislados clinicos de M. tuberculosis con una mutacion rpoB también
llevaba mutaciones no sinoénimas en los genes rpoA o rpoC (Casali et al. 2012), estas
mutaciones compensatorias fueron identificados predominantemente en la interaccion
RpoA-RpoC del gen rpoC (codones 356 a 756) (Comas et al. 2012). Las secuencias génicas
de las subunidades de la ARN polimerasa son generalmente muy conservadas en M.
tuberculosis (Casali et al. 2012). Por lo tanto, las mutaciones no sinénimas en estos genes
representan adquisicion reciente de mutaciones adaptativas en lugar de polimorfismos

naturales.
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Capitulo I

Diagnostico postmorten, en lesiones sugestivas a tuberculosis en
ganado bovino sacrificado en rastros de Baja California
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RESUMEN

En este estudio se describe la identificacion molecular de M. bovis y M. tuberculosis
de lesiones granulomatosas sugestivas a TBB en ganglios linfaticos y pulmén de ganado
bovino en Baja California. Las muestras fueron obtenidas de dos ubicaciones, el rastro
municipal de Ensenada, B.C. y de un rastro tipo inspeccion federal en Mexicali B. C. Se
obtuvo un total de 319 muestras las cuales fueron sujetas a analisis histopatologicos
mediantes las tinciones Hematoxilina-Eosina y bacilo-acido-alcohol resistente mediante
Ziehl-Neelsen. Las muestras con resultados positivos en las tinciones histopatologicas se
cultivaron en dos medios de cultivo, Lowenstein- Jensen y Stonebrink. Subsecuentemente a
la obtencion de los aislados microbioldgicos se procedid a identifica la especie de
micobacteria mediante de amplificacion la region mce-3 por PCR. Se logré identificaron a
dos especies de micobacterias M. bovis y M. tuberculosis en 62% y el 38% de los aislados
respectivamente. La circulacion de ambas especies M. bovis y M. tuberculosis en el ganado
bovino, representa un gran reto para el control de la TBB en México. Deben ser reforzadas
las medidas de control para prevenir la infeccién bacteriana, es necesario monitorear las

cepas que circulan a través de la vigilancia molecular en el ganado.

Palabras claves: Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis, ganado bovino, Baja
California, epidemiologia, identificacion

50



Introduccion

La especie M. bovis es responsable de graves dafios y pérdidas en la industria
ganadera, vida silvestre y salud publica. Historicamente, la carga de TBB en humanos ha
estado estrechamente relacionada con la de la TBB en la misma regioén (Grange 2001), se
ha estimado que la proporcion de casos de TBB en humanos es de 0.5% - 7.2% (de la Rua-
Domenech 2006), por lo que la erradicacién es importancia significativa para reducir el
riesgo para la salud publica, proteger la vida silvestre y proteger a la industria ganadera

(Gutiérrez Reyes et al. 2012).

La TB en humanos y la TBB producida por M. tuberculosis o por M. bovis son
indistinguibles tanto clinicamente, histopatologicamente y radiograficamente, ya que estos
organismos estdn estrechamente relacionados, sin embargo es de gran importancia la
diferenciacion entre estas especies, para fines como epidemiologicos, terapéuticos
especialmente en paises donde la TB es endémica y en donde se presente la trasmision de
M. bovis entre animales o sus productos y humanos como lo es en México (Grange 2001;

Ortiz Mufioz 2015).

Tradicionalmente, la diferenciacion entre M. bovis y M. tuberculosis se ha basado
en diferencias claras en las caracteristicas fenotipicas y propiedades bioquimicas en
comparacion con los otros miembros del CMT (Ayele et al. 2004). M. bovis muestra una
forma de colonia disgénica en el medio de Lowenstein-Jensen, es negativo para la
acumulacion de niacina y reduccion de nitrato, es susceptible a tiofeno-2-carboxilico acido

hidracido (TCH) y muestra crecimiento microaerofilico en el medio Lebek (Niemann
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2000a; Ayele et al. 2004). En contraste, M. tuberculosis muestra un crecimiento eugonico,
es positivo para la acumulacidon de niacina y la reduccion de nitrato, es resistente a TCH,
muestra un crecimiento aerdfilo en el medio Lebek y generalmente no es monorresistente a
pirazinamida (Niemann 2000a). Otro criterio utilizado para la diferenciacion es la
resistencia intrinseca a la pirazinamida, que se encuentra en los aislados de M. bovis

(Niemann 2000a; Ayele et al. 2004).

Mais recientemente, se han desarrollado varios métodos moleculares que
proporcionan criterios claros para la identificacion de M. bovis. Estos comprenden una
variedad de métodos los cuales se basan en la de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), por ejemplo, basados en las variaciones de la secuencia de ADN en la region de
repeticion directa (spoligotyping) de las cepas del complejo CMT (Kamerbeek et al. 1997),
en polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), o el gen gyrB (Niemann 2000b). Ademas,
los aislados de CMT pueden ser diferenciados por polimorfismos de secuencia grande o
regiones de diferencia (RD), y segun su distribucion en el genoma, se ha sugerido un nuevo
escenario filogenético para las diferentes especies del CMT (Brosch 2002; Mostowy et al.

2002; Huard 2003).

S6lo unos pocos laboratorios pueden identificar el CMT a nivel de especie (de
Kantor et al. 2010). En México, 33 laboratorios son capaces de realizar cultivos para
micobacterias, el laboratorio nacional de referencia y 32 laboratorios de salud publica, sin
embargo, la identificacion a nivel de especie no se realiza rutinariamente y la fuente de

infeccion permanece desconocida.
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Objetivo general

Realizar el diagnéstico postmorten en ganado bovino con lesiones sugestiva a
tuberculosis, sacrificado en rastros de Baja California durante el periodo de Enero del 2013

a Diciembre del 2014.

Objetivos especificos

1.- Realizar el diagnostico histopatologico de muestras de tejido de ganado bovino con
lesiones aparentes a tuberculosis

2.- Identificar aislados microbioldgicos de M. bovis de muestras de ganado bovino
mediante la amplificacion de la region del operdn mce-3.

3.- Determinar la frecuencia, proporcion y distribucion de tuberculosis en ganado bovino

de carne y leche
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Material y métodos

Colecta de muestras

Se colectaron muestras de tejido de ganado bovino con lesiones granulomatosas
sugestivas a TBB en dos rastros de Baja California durante el periodo de Enero del 2013 a
Septiembre del 2014. El primero es un rastro tipo inspeccion federal 54 (TIF), en Mexicali
y el segundo el rastro municipal de Ensenada (RME). Se realiz6 la inspeccion post mortem
de acuerdo al manual de inspeccion sanitaria para ganado bovino sospechoso de TBB
(SENASICA 2011a). Las muestras recuperadas fueron divididas en tres secciones para la
realizacion de 1) andlisis histopatolégico, 2) cultivo bacteriologico e 3) identificacion
molecular. La presencia de lesiones granulomatosas se documentd considerando la
siguiente informacion: fecha, identificacion del animal, localizacion de la lesion, nimero de

caso, género, fin zootécnico, peso, y municipio de procedencia.

Analisis histopatoldgico

Una porciéon de tejido bovino con lesiones granulomatosas fue fijada en formol
tamponado al 10% y se proces6 utilizando la técnica de parafina estandar, se cortaron
secciones de cada muestra y se realizd el andlisis histopatologico con la tincion
Hematoxilina-Eosina, las secciones tefiidas se examinaron bajo microscopio. Las muestras
positivas a lesiones compatibles a una infeccién por micobacteria (granuloma, necrosis
central, mineralizacion, presencia de células gigantes), fueron tefiidas con la técnica Ziehl-

Neelsen, para la observacion de los bacilos 4cido-alcohol resistente (BAAR).
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Aislados microbioldgicos

La manipulacion del tejido se llevd a cabo en una cabina de flujo laminar, se
utilizaron instrumentos quirurgicos estériles y una nueva superficie de corte para cada
muestra, se selecciond aproximadamente 2 g de tejido con lesion y material caseoso
aledafio y se procedid a la descontaminacion mediante el método Petroff (OIE 2012). Los
sedimentos obtenidos se sembraron en medio de cultivo Stonebrink y se incub6 durante un
minimo de ocho semanas a 37 °C. Los cultivos fueron examinados macroscopicamente a

intervalos semanales durante el periodo de incubacion para observar crecimiento.

Identificacion molecular de micobacterias

Se realiz6 la extraccion de DNA a partir del crecimiento bacteriano en el medio de
cultivo de Stonenbrink. Se tomo6 de 200 - 500 mg de masa bacilar y se homogenizo6 en 400
uL de solucion de lisis (10mM Tris-HCI [pH 8.3], 2mM MgCl,, 50 mM KCI). Se incubé 15
min a 95 °C para su inactivacion, posteriormente se centrifugé 30 min a 13,000 rpm y se

transfiri6 el sobrenadante a un nuevo tubo (Marcos et al. 1999).

Para determinar la especie, M. tuberculosis o M. bovis, se realiz6 la identificacion,
mediante la amplificacion de la region del operdon mce-3 Incluyéndose DNA de la cepa
H37Rv de M. tuberculosis, M. bovis AN5 y M. bovis BCG como controles positivos y
como control negativo agua nanopura. Los datos de identificaciéon molecular se compararon

-con los resultados obtenidos del cultivo.
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RESULTADOS

Colecta de muestras

Se colectaron 319 muestras con lesiones granulomatosas sugestivas a TBB. El 70%
(223/319) de las muestras se colectaron en el TIF y el 30% (96/319) en el RME. Todo el
ganado del TIF proviene ranchos ganaderos de Mexicali, mientras que en el RME, el 16%
(54/319) provino de Ensenada, el 10% (32/319) de Tijuana, el 3% (9/319) de Tecate y el
1% (3/319) de Rosarito. En total, el 60% (193/319) fueron muestras de bovinos de carne de
razas Criollo, Cebt, Angus y Hereford; mientras que el 40% (126/319) restante fue ganado
bovino lechero de la raza Holstein. El mayor nimero de muestras de ganado de carne fue
del TIF con 83% (184/223), mientras que en el RME, el ganado de leche fue el

predominante con 91% (87/96) (Tabla II).

Analisis y distribucion histopatologica de los casos positivos

El analisis histopatologico con HE, identificd que el 70% (225/319) de las muestras
resultaron con diagndstico de micobacteriosis sugestiva (MS) de las cuales el 32%
(104/319) provienen de ganado lechero y el 38% (121/319) de ganado de carne (Tabla Il y

110).

De las 225 MS el 57% (128/225) fueron positivas al BAAR diagnosticandose como
micobacteriosis compatible (MC) de las cuales el 25% (57/225) corresponden a muestras de

ganado lechero y el 32% (71/225) corresponden a muestras de ganado de carne,
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continuando con la mayor frecuencia de lesiones encontradas en ganglios linfaticos de

cabeza, en ganado de leche y de carne con el 51% (29/57, 36/71) (Tabla IV).
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Tabla II. Lesiones sugestivas a tuberculosis en ganado bovino recolectadas en dos

rastros de Baja California.

Procedencia Ganado Leche % (n) Ganado Carne % (n) Total % (n)
Mexicali 12.2 (39) 57.6 (184) 69.9 (223)
Ensenada 14 (45) 2.2(7) 16.3 (52)
Tijuana 9.7 (31) 0.3(1) 10. (32)
Tecate 2.5(8) 0.3(1) 2.8(9)
Rosarito 0.94 (3) - 0.94 (3)
Total 39.5(126) 60.5 (193) 100 (319)
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Tabla III. Diagnostico histopatologico (Hematoxilina-Eosina) de lesiones sugestivas a

tuberculosis bovina en ganado lechero y de carne

Ganado Ganado de

. (. Total

Diagndstico Lechero Carne % (n)
% (n) % (n) ’

Micobacteriosis 32.8 (104) 38 (121) 70.8 (225)
Actino/micosis/bacilosis 2.5(8) 8.1 (26) 10.7 (34)
Hallazgos no significativos 1.8 (6) 5.6 (17) 7.2 (23)
Linfadenitis supurativa 1.6 (4) 1.6 (5) 2.8(9)
Neumonia 0.62 (2) 1.6 (4) 1.8 (6)
Piogranuloma 0.31 (1) 1.6 (4) 1.6 (5)
Hiperplasia linfoide - 1.6 (4) 1.6 (4)
Granuloma eosinofilico - 0.94( 3) 0.94 (3)
Absceso - 1.6 (4) 1.6 (4)
Neoplasia - 0.62 (2) 0.62 (2)
Coccidiodomicosis - 0.62 (2) 0.62 (2)
Fibrosis pulmonar 0.31 (1) - 0.31 (1)
Granuloma micético - 0.31 (1) 0.31 (1)
Total 39.5 (126) 60.5 (193) 100 (319)
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Aislados microbiologicos e identificacion molecular

Se realiz6 el cultivo microbiologico a las 225 MS, de las 128 positivas a BAAR
se obtuvo un total 64 aislados microbioldgicos, 50% (64/128), de las 97 MS que
resultaron negativas a BAAR se obtuvo 49 aislados microbiologicos, 50% (49/97),
sumando un total de 113 aislados microbioldgicos, lo que representa un 50% (113/225)
de recuperacion. El 56% (63/113) fueron aislados de ganado lechero y el 44% (50/113)
de ganado de carne. En el 37% (42/113) de los aislados microbiolédgicos, se realizo la
confirmacion molecular, el 60% (25/42) provienen de ganado lechero, de los cuales el
31% (13/42) se identificaron como M. bovis, distribuidos en 11 ranchos en tres
municipios, en (Tijuana 5, en Mexicali 4 y en Ensenada 2), el 29% (12/42) de los
aislados se identifico como M. tuberculosis distribuidos en 10 ranchos de, cuatro
municipios del estado; cuatro de Ensenada, tres de Tijuana, dos de Mexicali y uno de
Rosarito. En cuanto al 40% (17/42) de aislados de bovinos de carne se identifico el 31%
(13/42) como M bovis, ubicados en 6 ranchos de Mexicali, y el 9.5% (4/42) como M.
tuberculosis, distribuidos en cuatro ranchos (Mexicali, 3 y Ensenada, 1), la presencia de

ambas especies se localizd en dos ranchos de Mexicali (Figura 7).
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Figura 7. Identificaciéon molecular de M. tuberculosis y M. bovis en ganado de carne y
leche de acuerdo a la ciudad de procedencia en Baja California.



DISCUSIONES

En este estudio los casos detectados como micobacteriosis compatible en la
tincion Ziehl-Neelsen fue del 40% (128/319) cifra aproximada a lo reportado
anteriormente en Baja California con un 49% (248/505) (Lopez-Valencia et al.
2010), a 10 afios de este estudio se observa que la frecuencia de micobacteriosis en
ganado bovino a la fecha es similar, esto pudiera ser debido a la falla en la vigilancia
y la aplicacion de las medidas de control de la enfermedad en este periodo de tiempo.
Se observd que el 29% (94/319) de las lesiones granulomatosas resultaron no
sugestiva a micobacteriosis, siendo el 36% (34/94) de estos casos a causa de
Actinomicosis/Actinobacilosis, posicionandola como segunda causa de enfermedad
granulomatosa en el ganado bovino y por lo tanto de importancia como enfermedad
endémica en Baja California, estos resultados son similares a lo reportado en
Argentina (Dubarry 2004). Adicionalmente el 24% (23/94) de las lesiones no se
encontraron hallazgos significativos, el resto (39%, 37/94) eran lesiones a causa de
otras enfermedades, por lo que la presencia de lesiones granulomatosas en ganado

bovino puede ser a causa de diferentes etiologias ademas de la TBB.

En total, se obtuvo un 50% de recuperacion de aislados microbiolédgicos, lo
cual es mayor a lo reportado en otros estudios (Estrada Chavez et al. 2001; Morales
2005; Martinez-Vidal et al. 2011), pero menor a lo esperado, esto puede deberse a
que el tiempo entre la recoleccion y la inoculacion de las muestras fue de 7 - 365

dias. La Organizacién Panamericana de la Salud, recomienda procesar las muestras



con la menor demora posible, idealmente dentro de las 4 horas siguientes a la

recoleccion (OPS 2008).

La prevalencia de TBB en México varia de acuerdo con la region, en los
estados fronterizos del norte, como Tamaulipas, Coahuila, Nuevo Ledén y Baja
California, se reporta con 19.73%, 14.29%, 8.33% (mediante analisis
histopatologicos) y 4.03% con zonas de hasta el 40% (mediante la prueba de la
tuberculina) respectivamente (Lopez-Valencia et al. 2010; SENASICA 2011a).Con
el analisis de identificacion molecular se determind la presencia de M. bovis en el
62% de las muestras y se detectd M. tuberculosis en el 38%. El ganado con infeccion
por M. tuberculosis proviene de cuatro municipios, Mexicali, Tijuana, Rosarito y
Ensenada, siendo este ultimo en donde se registr6 el mayor numero de casos. En
Meéxico no existen reportes de infeccion por M. tuberculosis en el ganado bovino, por
lo que su deteccion es un hallazgo importante, esto puede deberse a que en el pais
siguen siendo pocos estudios en donde se utilizan técnicas moleculares para la
identificacion de las especies de micobacterias y en algunos el nimero de muestras
es muy reducido. En el estudio realizado por (Flores Popoca 2011) de 722 muestras
de leche bovina recolectada en el estado de México el 3.5% resultaron positivos a
BAAR, sin embargo no se realizaron andlisis moleculares para el diagnostico. En el
estudio realizado por Morales y colaboradores (2005) de 176 muestras de ganglios de
bovino embebido en parafina el 56.25% se identificaron molecularmente como
microorganismos del complejo M. tuberculosis. Por otro lado 60 aislados
microbioldgicos provenientes de Coahuila, Tamaulipas, Nuevo Ledén, Baja

California, Durango y 58 provenientes de Ciudad Juérez, el 100% se reportd como



M. bovis (Cobos-Marin et al. 2005; Padilla-Campos 2011). En otros estudios
similares en donde se colectaron de 60 aislados microbiologicos provenientes de
Tlaquepaque Jalisco se identificaron molecularmente el 97% como M. bovis
(Portillo-Gémez & Sosa-Iglesias 2011). La identificacién molecular de M. bovis en
ganado bovino en este estudio es de importancia tanto para la ganaderia de la zona
debido a las pérdidas econdmicas que TBB ocasiona, como para la salud publica por

el riesgo potencial de dispersion de estas cepas a la poblacion humana.

La identificacion molecular de M.tuberculosis de este estudio coinciden con
otros realizados en Africa y Asia (Prasad et al. 2005; Chen et al. 2009; Fetene et al.
2011), en donde la prevalencia de M. tuberculosis en ganado bovino, va desde el
4.7% hasta el 30.8%, probablemente como consecuencia al alto nimero de casos de
TB en humanos a nivel mundial representando el 29% y 56% respectivamente
(Fetene et al. 2011). Considerando lo anterior, el hecho de que se registre la
presencia de M. tuberculosis en ganado bovino en Baja California, puede deberse a
que es el estado con la mayor tasa de incidencia de TB en humanos en México. La
infeccion por M. tuberculosis en el ganado se puede dar por la inhalacién de los
bacilos del suelo contaminado con esputo, orina o heces de humano o un animal con
TB (Hutchings & Harris 1997). Por otro lado, Europa aporta solo el 4% de los casos
de TB en humanos del mundo e igualmente ha reportado casos de M. tuberculosis en
ganado bovino, con una frecuencia de hasta el 5.1% Ocepek et al., 2005, (Romero et
al. 2011), por la trasmision de M. tuberculosis de trabajadores con TB activa que

estuvieron en contacto con el ganado. Seglin los datos presentados la trasmision de



humano a bovino de forma accidental puede darse aunque existan pocos casos de TB

en humanos y sin importar la region.

Otro hallazgo importante es la deteccion de M. tuberculosis y M. bovis en
cuatro ranchos de la zona, existen solo algunos casos en donde se ha detectado la co-
ocurrencia de ambas especies por lo que la prevalencia de este tipo de casos es
desconocida tanto en este estudio como en donde han sido reportados (Mishra et al.

2005; Prasad et al. 2005; Thakur et al. 2012).



CONCLUSIONES

La identificacion de lesiones sugestivas a TBB en rastros, representa un
componente fundamental en el programa nacional de erradicacion de la TBB, ya que
es posible obtener un diagnostico tentativo de TBB, realizando el andlisis postmorten
de las lesiones mediante las tinciones de rutina Hematoxilina- eosina y Ziehl-

Neelsen en ganado bovino.

La circulacion de M. bovis y M. tuberculosis en el ganado en México presenta
un gran desafio para el control de la tuberculosis en el pais, por lo que deberian ser
reforzadas las medidas de control destinadas a prevenir su la propagacion,
incluyendo la vigilancia de la correcta aplicacion de los sistemas de vigilancia en el

ganado.

Por lo anterior es de gran importancia la realizacion de mas estudios para
comprender plenamente la dindmica de la epidemiologia de la infeccion de M.

tuberculosis en el ganado en México.



Capitulo II

Caracterizacion molecular de Mycobacterium bovis aislados
de humanos y ganado bovino en Baja California, México,
mediante Secuenciacion de Genoma Completo.



Resumen

En este estudio se determind la diversidad genética de aislados de
Mycobacterium bovis provenientes de bovino y de humanos de Baja California
México. Se utilizo la estrategia de secuenciacion del genoma completo para obtener
los genotipos de 172 aislados de M.bovis de los cuales 155 provienen de bovinos, y
17 de humanos. Se caracterizaron los espoligotipos in silico y se evaluaron los
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) entre los aislados. Se identificaron12
patrones de espoligotipos de M. bovis dentro del ganado bovino y humanos. Se
detectaron dos patrones de espoligotipos predominantes tanto en el ganado como en
los seres humanos (SB0145 y SB1040). El espoligotipo SB0145 represent6 el 59%
(91 aislamientos) y el 65% (11 aislamientos) en bovinos y humanos,
respectivamente, mientras que el espoligotipo SB1040 represent6 el 30% (47
aislamientos) y el 30% (5 aislamientos) de bovinos y humanos respectivamente.
Todos los aislados de humanos coinciden con los patrones de espoligotipado
observados en los aislados de bovino. Ademds todos los aislados de humanos
comparten antepasados comunes con los aislados de M. bovis de ganado en Baja
California basado en el anélisis de SNP, lo que sugiere que los aislados de humanos
estan intimamente relacionados genéticamente con los aislados de ganado. Es
probable que la mayor parte de la tuberculosis humana causada por M. bovis en Baja
California provenga de M. bovis que circula en el ganado de Baja California. Por lo
tanto, estos resultados refuerzan la importancia de la vigilancia y el control de la

tuberculosis bovina en esta region.

Palabras clave: Mycobacterium bovis, spoligotypes, secuenciacion del genoma



Introduccion

Mycobacterium bovis es uno de varios miembros del complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMT) y se sabe que es la especie responsable de la
tuberculosis bovina (TBB). La TBB es una enfermedad zoonotica, la cual se
distribuye en todo el mundo y que afecta a los mamiferos, incluidos los humanos
(Pérez-Lago et al. 2014). En los humanos, el modo principal de infeccion es por
ingestion de leche o productos lacteos no pasteurizados contaminados y por contacto
directo con animales infectados (Cosivi et al. 1998; Cousins 2001). No obstante, se
dispone de informacién limitada sobre la TBB y la tuberculosis humana causada por

M. bovis en México (Tabla V).

En la industria ganadera mexicana, se estima que TBB causa una pérdida
anual de $ 450 millones de ddlares, principalmente a la eliminacion de ganado
infectado (SAGARPA 2011b). Se estima que la prevalencia de TBB en el ganado
lechero es del 16% en el pais 6. Sin embargo, se han reportado tasas de prevalencia
mas altas (hasta 40%) en las regiones de Baja California (Lopez-Valencia et al.
2010). En México, el porcentaje medio de HTBMb es 7,6% (rango 0% -31,6%)
(Miiller et al. 2013). Los casos sospechosos de tuberculosis (TB) en seres humanos
se determinan principalmente por microscopia y cultivo de micobacterias, este ultimo
solo se elabora si es ordenado por el médico y solo para los pacientes con alto riesgo
de resistencia a farmacos o si el paciente estd experimentando fracaso al tratamiento.
Ademas, la mayoria de los laboratorios solo utilizan un medio de cultivo que

contiene glicerol (es decir, Lowenstein-Jensen), en donde tipicamente M. bovis no



puede crecer durante el aislamiento primario, ya que este organismo requiere la
presencia de piruvato para un crecimiento Optimo. Ademads, en México, s6lo un
pequeiio numero de laboratorios tienen los procedimientos moleculares para

identificar CMT a nivel de especie.

Los esfuerzos en el campo de la gendmica micobacteriana en los Gltimos afios
y la disponibilidad de secuencias del genoma completo de cepas del complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMT), incluyendo M. bovis (Cole et al. 1998; Garnier
et al. 2003), han permitido abordar cuestiones relativas a los rasgos genéticos del
bacilo, como la resistencia a los firmacos y la susceptibilidad (Walker et al. 2015).
Se han descrito varios métodos para genotipar CMT, incluyendo M. bovis. El
espoligotipado ha sido uno de los métodos méas comunes para el cribado a gran
escala, ya que puede ser utilizado para analizar la distribucion de cepas de M. bovis y
puede ser utilizado para comparar aislados entre diferentes laboratorios, paises y
para la caracterizacion de cepas en México lo cual estd bien documentado en la
literatura (Zumarraga et al. 2013). La metodologia se utiliza para determinar la
diversidad genética por amplificaciéon por PCR de regiones altamente polimorficas,
de repeticion directa (DR) que flanquean la secuencia de inserciéon IS6110 en el
cromosoma de CMT. Esta deteccion considera la presencia o ausencia de secuencias
espaciadoras de ADN especificas en la region gendmica DR como patréon para un
aislado particular. M. bovis tiene un patron caracteristico de ausencia para cinco

espaciadores en la region 3 'DR (39 a 43) (Kamerbeek 1997).



Recientemente, las publicaciones han demostrado el valor del analisis de SNP
utilizando la secuenciacion del genoma completo (SGC) para rastrear la enfermedad
y para comprender la fuente de brotes locales (Glaser et al. 2016; Kamath et al.
2016). Este notable el poder discriminatorio y no sélo es util para el control local de
enfermedades, sino que puede utilizarse para establecer y evaluar la politica de
control de enfermedades a nivel nacional e internacional (Kao R et al. 2016; Crispell

etal. 2017)

Baja California (B.C.) es el estado mexicano con la frontera terrestre mas
transitada en el mundo, con un estimado de 50 millones de cruces humanos legales
por afio, por lo que es una region altamente susceptible al movimiento de patdgenos.
Es debido a esto que se piensa que pudiera ser una de las razones principales de que
B.C. es el estado mexicano con mayor incidencia de TB en los seres humanos
(Secretaria de Salud México 2015) y tiene una de las mas altas prevalencias de TBB
reportadas en el pais (Lopez-Valencia et al. 2010). En este estudio se utiliz6 la SGC
para describir la diversidad mediante espoligotipos de M. bovis, comparando a B.C.
con otras regiones de México y el mundo, y posteriormente se utilizd el analisis de

SNP para caracterizar y comparar los aislados de humanos y ganado dentro de B.C.



Objetivo General

Determinar la diversidad genética mediante la comparacion de los
espoligotipos y SNP de las cepas de M. bovis, de ganado bovino y de humanos de

Baja California.

Objetivos especificos

1.- Caracterizar histopatologicamente tejido de ganado con sospecha de tuberculosis
bovina en rastros de Baja California

2.- Obtener aislados microbiologicos de M. bovis procedentes de ganado bovino

3.- Identificar molecularmente mediante la amplificacién de una region del operén
mce-3 para diferenciar entre M. tuberculosis y M bovis en ganado bovino.
4.-Determinar la diversidad genética mediante la comparacion de los espoligotipos y

SNP de los aislados microbiolégicos de M. bovis.



Materiales y métodos

Este estudio se llevo a cabo en el estado de Baja California en donde
participaron multiples instituciones: Escuela de Ciencias de la Salud, de la
Universidad Auténoma de Baja California (UABC) Instituto de Investigaciones en
Ciencias Veterinarias (IICV), UABC, Rastro Municipal de Ensenada, Laboratorio
Estatal de Tuberculosis, Hospital General, Instituto de Salud Publica de la

Universidad Veracruzana y Veterinary Services Laboratories lowwa.

Declaracién de Etica

Todos los procedimientos de manipulacion de los animales y de toma de
muestras se llevaron a cabo siguiendo las directrices de las técnicas locales oficiales
aprobadas para el cuidado de los animales, incluyendo: el cuidado humanitario de los
animales durante la movilizacion, estipulaciones de salud animal y las caracteristicas
de los animales durante el transporte (NOM-024-ZOO- 1995; NOM-051-ZOO
1995); aprobado por el comité institucional de ética animal que esta representado por
el Grupo Académico de Salud Animal y el Grupo Académico para el diagnostico de
enfermedades infecciosas; ambos parte del Instituto de Investigacion en Ciencias
Veterinarias, Universidad Auténoma de Baja California, Mexicali, Baja California,

México.



Poblacion de estudio y obtencion de muestras

Muestras de aislados microbiologicos de humanos

Para este estudio, Laniado Laborin y colaboradores 2014, nos proporciono 27
aislados microbioldgicos de M. bovis de humanos provenientes pacientes con
diagnostico confirmado de TB pulmonar de muestras clinicas (esputo) del 2011 al
2013, sin historial médico de contacto con ganado bovino, los cuales recibieron
tratamiento en el Laboratorio Estatal de Tuberculosis del Hospital General de
Tijuana en el estado de Baja California Se cont6 con el consentimiento informado de
cada uno de los pacientes estudiados previa explicacion de los objetivos y
procedimientos del proyecto. Aprobado por el comité de bioética del Hospital
General de Tijuana B.C. Estas son las muestras publicadas en el articulo: Molecular
characterization of Mycobacterium bovis isolates from patients with tuberculosis in
Baja California, México (Laniado-Laborin et al. 2014).

Se tomd una porciéon de los 27 aislados microbioldgicos y fueron enviados al
Laboratory National Veterinary Services Laboratories, Ammes, lowa, donde se

recultivaron y secuenciaron.

Muestras de ganado bovino

Se colectaron muestras de tejido de ganado bovino con lesiones sugestivas a
TBB, en dos rastros de Baja California, de Agosto a Noviembre del 2015. El primer
rastro fue el Rastro Tipo Inspeccion Federal 54 en Mexicali, B.C. El segundo fue el
Rastro Municipal de Ensenada B.C. donde se sacrifica ganado preveniente de

Ensenada, Tijuana, Tecate, Rosarito y Mexicali.



La inspeccion postmortem se realizé de acuerdo a lo que establece el Manual
de inspeccion sanitaria para ganado vacuno sospechoso de tuberculosis (SENASICA
2011b). Las muestras decomisadas se colocaron en un envase estéril con cloruro de
sodio al 0.9% para su posterior cultivo bacteriologico y andlisis molecular,
previamente rotulado. En el caso de obtener mas de una muestra de un mismo animal
esta se colocd en el mismo envase, ya que la unidad de andlisis de resultados se
refiere a animales y no a piezas anatomicas. Se realiz6 un reporte el cual incluyo la
presencia de lesiones granulomatosas, el area de su localizacion (ganglios linfaticos,
cavidad toracica, pulmoén, cavidad abdominal, higado, rifiones y multiples tejidos),
niamero de caso, fin zootécnicos y estado de procedencia. Todas las muestras se
almacenaron en el Laboratorio de Epidemiologia y Ecologia Molecular (MEEL),
UABC, hasta que se realizaron andlisis de cultivo y secuenciacion de genoma
completo, los cuales se llevaron a cabo en los Laboratorios Nacionales de Servicios

Veterinarios (NVSL), lowa, EE.UU.

Analisis histopatoldgico

Una porcion de tejido bovino con lesiones granulomatosas fue fijada en
formol tamponado al 10% y se procesé en Laboratory National Veterinary Services
Laboratories, Ammes, lowa, utilizando la técnica de parafina estandar, se cortaron
secciones de cada muestra y se realizd el andlisis histopatologico con la tincion
Hematoxilina-Eosina, las secciones tefiidas se examinaron bajo microscopio. Las
muestras positivas a lesiones compatibles a una infeccion por micobacteria

(granuloma, necrosis central, mineralizacidn, presencia de células gigantes), fueron



tefiidas con la técnica Ziehl-Neelsen, para la observacion de los bacilos 4cido-alcohol

resistentes (BAAR).

Aislados microbioldgicos

Ganado bovino

Los aislados microbioldgicos se llevaron a cabo en el Laboratory National
Veterinary Services Laboratories, Ammes, lowa. Solo para las muestras de ganado

bovino.

La manipulacion del tejido se llevd a cabo en una cabina de flujo laminar, se
utilizaron instrumentos quirurgicos estériles y una nueva superficie de corte para
cada muestra, se selecciond aproximadamente 2 g de tejido con lesion y material
caseoso aledafio y se procedi6 a la descontaminaciéon mediante el método Petroff.
Los sedimentos obtenidos se sembraron en medio de cultivo Stonebrink y se incub6
durante un minimo de ocho semanas a 37 °C. Los cultivos fueron examinados
macroscopicamente a intervalos semanales durante el periodo de incubacién para

observar crecimiento.

Humanos

La manipulacion de los aislados microbiologicos se llevo a cabo en una
cabina de flujo laminar nivel 3 (BSL3), se utilizaron instrumentos estériles, para
tomar una porcion del crecimiento y fueron sembrados en medio de cultivo

Stonebrink, se incubd durante un minimo de ocho semanas a 37 °C. Los cultivos



fueron examinados macroscopicamente a intervalos semanales durante el periodo de

incubacion para observar crecimiento.

Analisis genético

El analisis genético, extraccion de ADN vy la identificacion molecular se realizo

en Laboratory National Veterinary Services Laboratories

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé directamente de los aislados microbiologicos
de las muestras clinicas bajo condiciones de BSL3. La extraccion de ADN se realiz6
utilizando 500 mg de la masa bacilar homogenizados con 100 pL solucién de lisis
(10mM Tris-HCI [pH 8.3], 2mM MgCl,, 50 mM KCl). La muestra se incub6 a 95°
C por 15 min, se centrifugd a 6000 rpm por 10 min, y se transfiri6 el sobrenadante a
un tubo limpio y etiquetado. Se almacend a -20 °C hasta su posterior analisis
(Marcos 1999). La calidad y cantidad del ADN se evalu6 por electroforesis en geles

de agarosa al 1.4% a 100 mV por 20 min tefiidos con Gelstar ®.

Identificacion molecular de M. bovis

Las muestras de ADN obtenidas de aislados clinicos se identificaron
mediante la amplificacion de una region del operon mce-3, el cual permite
diferenciar entre M. tuberculosis y M. bovis. Para lo cual se realiz6 una PCR
multiplex con tres cebadores en un volumen total de 25 pL, la cual consiste de 2.5

pL de ADN, 25 pmol de cada primer, 200 mM de cada dNTPs, 1.5 U de Tag ADN



polimerasa, 10 mM Tris—HCI (pH 8.0), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl, y 0.01% (w/v)
gelatina. El perfil de temperatura fue de un ciclo de 94 °C x 5 min, seguido de 30
ciclos, de 94 °C x1 min, 52.3 °C x 1.5 min, y 72 °C x 1 min y un ciclo final de 72 °C
x 5 min. La calidad y cantidad de los productos amplificados se evalud en geles de
agarosa al 1.4% a 100 mV por 20 min tefiidos con Gelstar®. Si la cepa se identifico
como M. tuberculosis amplifico un producto de 337 pb, mientras que M. bovis
amplifico un producto de 168 pb (Bakshi et al., 2005). Se incluyo en todas las PCRs
la cepa H37Rv de M. tuberculosis, M. bovis ANS5 y M. bovis BCG como controles
positivos y como control negativo agua nanopura grado molecular. Los datos de
identificacion molecular se compararon con los resultados obtenidos del cultivo

microbiologico

Secuenciacion de Genoma Completo

La secuenciacion de genoma completo se llevé a cabo en el NVSL. Se
prepararon muestras de ADN (10 ng) para la secuenciacion con el kit Nextera XT
DNA Library Prep, (Illumina) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. Las bibliotecas gendmicas se normalizaron y se ejecutaron en un
secuenciador (Illumina MiSeq) generando 2 x 250-bp con el método Paired-End. El
analisis de secuencia se realizé independientemente por el grupo MEEL y NVSL. El
grupo MEEL realiz6 controles de calidad y espoligotipado, y NVSL llevo a cabo

controles de calidad, alineacion, espoligotipado y analisis SNP.



Analisis bioinformatico

El analisis bioinformatico se llevo acabo en el Laboratorio de Epidemiologia

molecular de la UABC.

Espoligotipos

Mediante el programa SpoTyping-v2.0-commandLine (Xia et al. 2016)

https://github.com/xiaeryu/SpoTyping/releases el cual predice el espoligotipo de

aislados de CMT basados en los resultados de las lecturas de cada una de las
secuencias de genoma completo, obtenido por la plataforma Ilumina MiSeq
SpoTyping se implementa con el lenguaje Python y el algoritmo BLAST. Este
programa acepta la entrada de lecturas de archivos de un solo extremo o secuencia
de pares de extremo en formato FASTQ. Se ejecutd con -MIN (minimum number of
error frees hits to sport presence of a spacer) de 5 hits y -Min RELAX (minimum
number of error-tolerant hits to sport presence of a spacer) de 6 hits (Xia et al. 2016)
El programa da como resultado un cédigo binario y octal el cual se comparé con la
base de datos de espoligotipos de M. bovis. Ademas se utilizé el programa SpolPred

www.pathogenseq.org/spolpred.on el proposito de corroborar y comparar los

resultados del espoligotipo (Coll et al. 2012). Los cédigos resultantes de los
programas SpoTyping-v2.0 y SpolPred se convirtieron a un patréon de espoligotipo

utilizando http://www.mbovis.org/, en donde se elige la opcién de base de datos,

posteriormente la opcion obtener el nimero SB a partir de un solo patréon de
espoligotipo, se coloca el codigo binario dentro de la celda donde se especifica, y se

selecciona la palabra buscar, dando como resultado el patron SB de cada aislado.



Polimorfismo de un solo nucleotido (SNPs)

Las lecturas se obtuvieron del secuenciador (Illumina MiSeq) en formato
FASTQ, las cuales se analizaron usando las herramientas bioinformaticas de NVSL
que esta disponible en https://github.com/USDA-VS. Las lecturas se alinearon con la
referencia de M. bovis AF2122/97 (NC 002945) usando Borrows-Wheeler Aligner
(BWA) programa Samtools (Li et al. 2009). Los archivos BAM se procesaron
usando el flujo de trabajo de "buenas practicas" de Genome Analysis Toolkit
(GATK). SNPs fueron calculados utilizando GATK HaplotypeCaller con ploidia
establecido en 2 SNPs de salida a la variante de archivos de llamada (VCF) 32, 3334.
PPE-PGRS y la repeticion de las regiones fueron filtradas, asi como las calidades de
los SNPs QUAL> 150 y la  homoplastia ocasional SNP. Para determinar
aislamientos mixtos, SNPs se manejé el procesamiento de un organismo diploide
(por defecto ploidia establecido en 2). Cuando la ploidia se establecio en 2, un conteo
de alelos (AC) se utilizdé como 1 o 2 para cada SNP. Si las lecturas alineadas tenian
multiples nimeros de referencia y variantes alternativas en una posicion, GATK
informé un AC = 1 que representa solo 1 alelo diferente de la referencia o una
llamada heterogénea para un organismo haploide. Sin embargo, cuando la gran
mayoria de las variantes eran la alternativa, AC = 2, que representa 2 alelos
diferentes de la referencia o para un organismo haploide una llamada de consenso en
todas las lecturas que sugieren un solo genotipo. Para determinar un posible aislado
mixto, se determind el numero total de posiciones de alta calidad comparando
aislados estrechamente relacionados. Si una muestra tuviera una llamada de AC =1
en una posicion de alta calidad (determinada por los aislados estrechamente

relacionados), esta posicion seria identificada como una posible infeccion mixta



usando las directrices de la Union de Ciencias Puras y Aplicadas para bases
incompletamente especificadas. Los aislados se clasificaron en grupos manejables
identificando los SNPs de alta calidad que eran unicos en un grupo particular de
aislamientos. Los resultados se informaron en tres formatos, un archivo alineado
FASTA, un archivo delimitado por tabuladores con la ubicacion de posicion y SNPs
agrupados y ordenados; y un arbol filogenético creado mediante el uso de RAxML
Utilizando el modelo GTRCAT con la configuracion predeterminada (Stamatakis
2014). Los SNPs parsimoniosamente informativos fueron validados visualmente
utilizando Integrated Genomics Viewer (Robinson et al. 2011) Finalmente, la

exactitud del arbol filogenético se confirm¢ utilizando la tabla SNP validado.



RESULTADOS

Colecta de muestras

Ganado bovino

Se obtuvo un total de 189 muestras de ganado bovino con lesiones que
sugerian una infecciéon por TBB. La mayoria de las muestras de ganado fueron
recolectadas de la instalacion de rastro municipal de Ensenada (RME) (135
muestras). Los animales sacrificados en el RME provenian de Ensenada (n= 86
muestras), Tijuana (n=48 muestras) y Tecate (n=1). Las restantes muestras (54
muestras) fueron recolectadas de un rastro tipo inspeccion federal den Mexicali, del

TIF todos los bovinos provenian de Mexicali (Tabla V).

Analisis histopatologico

El 90.4% (170/188) de las muestras resultaron con diagnéstico de
micobacteriosis compatible (MC) de las cuales el 81.2% (138/170) provienen de
ganado lechero y 18.8% (32/170) de ganado de carne, el restante 9.6% (18/188) se
dividi6é en: absceso 0.5%, absceso pulmonar 1.06%, actinomicosis/actinobacilosis
1.6%, bronconeumonia 0.5%, carcinoma 0.5%, granuloma micotico 2.6%

lipogranuloma 0.5% y Rhodococcus 2.1% (Tabla VI).



Tabla V. Lesiones sugestivas a tuberculosis en ganado bovino recolectadas en
dos rastros de Baja California.

Procedencia Ganado Leche Ganado Carne Total
% (n) % (n) % (n)
Mexicali 5.3(10) 23.4 (44) 28.7 (54)
Ensenada 43.6 (82) 1.6 (3) 45.2 (85)
Tijuana 25.5 (48) - 25.5 (48)
Tecate 0.5 (1) - 0.5 (1)
Total 75 (141) 22 (47) 100 (188)




Tabla VI. Diagnostico histopatoldgico de lesiones sugestivas a tuberculosis
bovina

Ganado Lechero  Ganado de Carne Total
Diagnéstico % (n) % (n) % (n)
Micobacteriosis 73.4 (138) 17 (32) 90.4 (170)
Actino/micosis/bacilosis 0.5(1) 1.6 (3) 1.6 (3)
Absceso ) 0.5 (1) 0.5 (1)
Absceso pulmonar ) 1.06 (2) 1.06 (2)
Bronconeumonia ) 0.5 (1) 0.5(1)
Carcinoma 0.5 (1) 0.5(1)
Granuloma mic6tico ) 2.6 (5) 2.6 (5)
Lipogranuloma 0.5 (1) 0.5 (1)
Rhodococcus 2.1 (4) 2.1 (4)

Total 75 (141) 25 (48) 100 (188)




Aislados microbioldgicos

Ganado bovino

De las 170 muestras con resultado de micobacteriosis compatible, se logro
obtener el 92.3% (157) aislados microbiologicos, de los cuales el 99.4% (155) se
identifico molecularmente M. bovis, y en un caso se obtuvo crecimiento mixto
identificandose Mycobacterium bovis y Mycobacterium fortuitum (M. farcinogenes

0 M. senegalense).

Humanos

De los 27 aislados microbiologicos enviados para su recultivo solo se logrd
obtener crecimiento en el 63% (17), de los cuales el 100% (17), se identifico

molecularmente como M. bovis (Laniado-Laborin et al. 2014).

Secuenciacion de genoma completo

Se obtuvieron 172 Secuencias de Genoma Completo de aislados
microbiologicos de M. bovis. 155 (90 %) provenientes de ganado bovino y 17 (10%)
de humanos. De las 45 muestras restantes en dos no se logro realizar el ensamble
debido a baja calidad de la secuenciacion y las restantes no se secuenciaron debido a
la falta de crecimiento en el medio de cultivo. La profundidad media de cobertura fue

94X con un rango de 51 - 150X



Espoligotipado

Mediante el uso del programa SpoTyping, se identificaron un total de 12
patrones de espoligotipos; dos de los cuales eran huérfanos, por lo que se registraron
en Mbovis.org (SB2468 y SB2469). Los 12 patrones de espoligotipo identificados se
presentaron en el ganado, y tres de estos patrones se encontraron en los seres
humanos (Tabla suplementaria 2). El 89% de los espoligotipos encontrados en el
ganado se distribuyeron en dos espoligotipos principales: SB0145 59% (92) y
SB1040 30% (47). El 11% restante (17) se distribuyd entre los otros diez
espoligotipos. Por ultimo, los dos nuevos espoligotipos registrados, (SB2268 y

SB2469) representaron el 1.2% restante (Tabla VII, Figura 8).



B Ganado de leche
B Ganado de carne
Humanos

Figura 8. Frecuencia de patrones de espoligotipo de Mycobacterium bovis en ganado
y humano. *Nuevo patron de espoligotipado.



Polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs)

Con el fin de reconstruir la historia filogenética de los aislados M. bovis del
estudio se generd un arbol filogenético utilizando los datos de SNPs (Figura 9). Este
arbol utiliz6 la cepa BCG como grupo fuera porque sé6lo el complejo clonal europeo
1 y 2 se identifico en los aislados de B.C. Para tal perspectiva, se incluyeron cepas
de referencia comiinmente disponibles: ANJS, el aislado utilizado para producir PPD;
AF2122/97, la primera cepa de M. bovis secuenciada; Ravenala, una cepa
comunmente utilizada en estudios de patogenicidad, y 95-1315 un aislado de venado
de Michigan comunmente utilizado como una cepa de desafio en estudios de
vacunas. Curiosamente, la cepa 95-1315 se agrupo dentro del C.C. de ganado y cepas
humanas, esto no es sorprendente ya que EE.UU. y México tienen una larga historia
de comercio de ganado, y la mayoria de los bovinos lecheros introducido en B.C. a
finales de 1800 vino de los Estados Unidos. Los aislados de B.C se agruparon en
siete grupos principales. Los grupos 2, 3, 4 y 5 comparten el mismo antepasado
comun con la cepa de referencia de ciervo de Michigan y todos han divergido de 45 a
60 SNPs desde que compartieron ese antepasado comun, sugiriendo una fuente
puntual de introduccion de esta cepa en B.C. hace muchos afios. El grupo 6 comparte
un antepasado comun ligeramente mayor del mismo linaje que los grupos 2, 3,4y 5.
Finalmente, el grupo 7 es el grupo mas lejano relacionado en el clon europeo 1 y es
el mas diverso entre los aislados. Los aislados de M. bovis humanos se acoplan
firmemente con los aislados de ganado y se propagan por todo el arbol, lo que
sugiere que las cepas de M. bovis aisladas de humanos en este estudio derivan de

aislados de ganado lechero en B.C. Los aislados de M. bovis en humanos



promediaron 13.5 SNPs con un rango de 4-28 desde que compartieron antepasados

comunes con diferentes aislados de ganado.

Se observod evidencia de cepas mixtas en once aislados de ganado bovino,
tres de estos aislados (16-0231, 16-0346 y 16-0461) se mezclaron con cepas tan
divergentes que habrian estado en multiples grupos en las tablas SNP, y
representadas en nodos ancestrales en el arbol filogenético, por lo tanto no fueron
incluidas. Los ocho restantes que contenian cepas mixtas estrechamente relacionadas,
se identifican con fuente color verde y llamadas [TUPAC ambiguas SNP encontradas
en el grupo 1, 5 y 6 en las tablas SNP. Curiosamente, ninguno de los aislamientos
humanos tenia evidencia de infeccion mixta. La Tabla suplementaria 4 contiene
informacion de SNP para cada uno de los grupos, que describen la posicion y la

anotacion de genes de cada SNP parsimoniosamente informativo.

Los aislados de B.C. fueron agregados en el Centro Nacional de Informacién
de Biotecnologia (NCBI) Short Read Archive (SRA) con el nimero Bioproject

PRINA384996.
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Figura 9. Arbol filogenético generado con RAXML de Secuencias de Genoma
Completo de 155 aislados bovinos y 17 aislados humanos todos de Baja California,
Meéxico. Se incluy6 cuatro cepas de referencia (BCG, Ravenel, ANS, y 95-1315).



DISCUSIONES

En cuanto a la direccionalidad de la transmision de los aislados de M. bovis
entre bovinos y humanos, el andlisis filogenético (Figura 9) confirmo que las cepas
de M. bovis aisladas en humanos tienen un origen bovino al intercalarse entre los
aislados de ganado bovino. Ninguno de los pacientes informé contacto con ganado
sugiriendo que los productos lacteos comprados son la fuente de sus infecciones y no
el resultado de infecciones adquiridas ocupacionalmente. A pesar de solo contar con
17 aislados provenientes de humanos para el andlisis, fue sorprendente que no

identificaran aislados de M. bovis mixtos.

El queso pudiera ser la fuente de infecciéon importante, ya que la leche se
agrupa de muchas vacas y el consumo se produce con el tiempo. Serd interesante
observar si la recuperacion de una sola cepa M. bovis en humanos se mantiene con el
tiempo. 11/172 (6.3%) de los aislados de ganado tenian evidencia de infeccion mixta.
Esto apoya la epidemiologia conocida en la region, ya que se ha producido la

consolidacion de la ganaderia lechera y existe una alta prevalencia de TBB.

Con respecto a los patrones de espoligotipos asignados en B.C. se encontrd
que los tres patrones de espoligotipos observados en M. bovis provenientes de los
seres humanos coincidieron con los espoligotipos de ganado; SB0145 (65%, 11),
SB1040 (30%, 5) y SB0971 (5%, 1) (Tabla VII, Figura 8). Informes anteriores
mencionan que estos tres patrones de espoligos se encontraron en humanos y ganado
de México (Tabla VIII) y en los Estados Unidos, corroborando la importancia

zoondtica de estas cepas de M. bovis (Rodwell et al. 2008; Milian-Suazo et al. 2016).



El espoligotipo mas frecuente reportado en este estudio fue SB0145, que se
encontr6 en bovinos de Ensenada, Tijuana y Mexicali (todos los municipios
muestreados, excepto Tecate). Un resultado muy interesante dado que este
espoligotipo (SB0145) ha sido descrito como el espoligotipo de M. bovis mas
frecuente en los Estados Unidos (Smith & Hilscher 2003; Milian-Suazo et al. 2012;
Milian-Suazo et al. 2016) reportado en humanos, ganado, fauna silvestre, cerdos
salvajes, ciervos y otras especies (Milian-Suazo et al. 2016). Esto sugiere que el flujo
de aislados de micobacterias entre B.C. y Estados Unidos puede deberse a los
atributos geograficos de B.C. frontera con los Estados Unidos. Este espoligotipo
también ha sido reportado en otras ciudades mexicanas y otros paises como
Argentina, Brasil, Francia, Nueva Orleans y el Reino Unido (Smith & Hilscher

2003; Milian-Suazo et al. 2016) (Tabla VIII y IX).

El espoligotipo SB1040 se encontr6 en ganado de los cuatro municipios y se
inform6 en el afo 2010 como el segundo espoligotipo més frecuente en el condado
de San Diego US 36. Este espoligotipo también ha sido reportado en paises
latinoamericanos, como Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay, Costa Rica (Smith &
Hilscher 2003) y diferentes ciudades mexicanas (Milidn-Suazo et al. 2012) (Tabla
VIII). Por otra parte, es uno de los espoligotipos mas comunmente encontrados en
Corea del Sur 40. Basado en la filogenia, SB1040 (es espoligotipo descendiente de
SB0145) derivado muy probablemente de B.C. El patron de espoligotipo SB0145
pertenece a una cepa de aproximadamente 50 SNPs anteriores, lo que sugiere que el
desarrollo de este patron de espoligotipo en otros paises son el resultado de la

homoplasia, una ocurrencia comun con spoligotyping.



El espoligotipo SB0971, sélo se encontr6 en Tijuana. Los tres espoligotipos descritos
anteriormente (SB0145, SB1040 y SB0971) se han reportado previamente en B.C.
38. Los espoligotipos SB0327, SB0140 y SB0986 se han encontrado previamente en
bovinos del municipio de Mexicali, pero también se han descrito en otras regiones de
Meéxico (Rodwell et al. 2010; Milian-Suazo et al. 2012; Zumarraga et al. 2013). Los
espoligotipos SB1345, SB1758 y SB1760 se han sido reportados antes en seres
humanos del condado de San Diego, los E.U, (Milian-Suazo et al. 2016). En este
estudio se encontraron estos espoligotipos solo en el ganado, que provenia de

Tijuana y Ensenada.

Curiosamente, el espoligotipo SB0162 s6lo se encontrd en el ganado de
Tijuana, y es reportado como el mas predominante en Bélgica (Humblet et al. 2010).
Es importante notar que SB0162 ha perdido los primeros 24 espaciadores, haciendo

dificil determinar el espoligotipo padre

A pesar de que en la literatura se ha descrito una gran diversidad de patrones de
espoligotipos de cepas de M. bovis de ganado bovino en México (Milidn-Suazo et al.
2012), se observé una menor diversidad de espoligotipos. Esto puede ser probable a
que todas las muestras se obtuvieron en un solo estado mexicano, y la geografia de

B.C. limita el comercio rutinario de ganado con otras regiones de México.

Los espoligotipos SB1758, SB1760 y SB1345, que se reportaron en seres
humanos de San Diego, Estados Unidos de 2004 a 2007 (Rodwell et al. 2010),
corresponden con aislados M. bovis de bovinos de Tijuana y Ensenada en B.C.

encontrados durante este estudio.



CONCLUSIONES

Mientras que las técnicas de genotipado, como IS6110 y MIRU-VNTR, no
son adecuadas para plataformas tecnologicas de secuenciacion corta, el
espoligotipado in silico ofrece la oportunidad de obtener un espoligotipo con un
minimo esfuerzo y alta precision siempre que la profundidad de cobertura sea

adecuada.

Este estudio muestra que M. bovis esta circulando a niveles elevados y no
controlados en B.C. en ganado lechero y parece que se transmite regularmente en la
poblacion humana urbana local. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para
explicar con mayor claridad los mecanismos de transmision que difunden TBB en

esta region.



Tabla IV. Diagndstico histopatologico, cultivo microbioldgico, e identificacion molecular en ganado lechero y de carne.

Tincion Tincion Tincion M M

HE (MS) 7ZN (+) ZN(-) ZN ( +) ZN (_) IM Mb IM Mt

Ganado

104 57/104 | 47/104 | 40/57 | 23447 | 13/63 12/63
lechero
Ganado de 121 71121 | 50121 | 24/71 | 26/50 | 6/50 4/50
carne

HE: Hematoxilina-Eosina; MS: Micobacteriosis sugestiva; ZN: Ziehl-Neelsen; M: Crecimiento cultivo microbiologico; IM:
Identificacién molecular (amplificacion mce-3); M.b: Mycobacterium bovis; M.t: Mycobacterium tuberculosis



v M.bovis AF2122/97
Bovinos | Bovinos
Haplotipos | deleche | de carne | Humanos Mutacién/gen
T76A eis*

Haplotipo 1 54 11 10
f ok

Haplotipo 2 20 2 0 T76A eis G162S pncA SSA panD
f ok

Haplotipo 3 11 2 4 T76A eis S8A panD E91G rpoA
— -

Haplotipo 4 5 3 0 T76A eis P226A Eis
f ok

Haplotipo 5 6 0 0 T76A eis C2F rrs
f ok

Haplotipo 6 2 0 0 T76A eis L41P nat
fok

Haplotipo 7 3 0 0 T76A eis L328V emrB
7 oksk

Haplotipo 8 3 0 0 AT6T eis P958Q embA L178F emrB
jok

Haplotipo 9 1 1 0 T76A eis G162S pncA
f ok

Haplotipo 10 0 0 T76A eis W356R embC
f ok

Haplotipo 11 0 2 0 T76A eis MS579L embC V73A katG

i TT76A eis* C2F rrs G274A RvI258¢
Haplotipo 12 0 2 0
: T76A eis* S8A panD VI191A Rv3239c E91G rpoA

Haplotipo 13 1 0 1
f ok

Haplotipo 14 2 0 0 T76A eis R927H embC P484S ethA
fok

Haplotipo 15 0 1 1 T76A eis
f ok

Haplotipo 16 2 0 0 T76A eis G162S pncA AT24V rpoA
f ok

Haplotipo 17 1 0 0 TT6A eis F442 embA S8A panD E91G rpoA
fok

Haplotipo 18 1 0 0 T76A eis G162S pncA S8A panD T10361 embC
f ok

Haplotipo 19 1 0 0 T76A eis R231Q ndh
f ok

Haplotipo 20 1 0 0 TT76A eis Q435R ndh
fok

Haplotipo 21 1 0 0 TT6A eis A353T srmR S8A panD

Tabla XIX. Numero de haplotipos y mutaciones observadas en comparacion con las cepas de referencia M.tuberculosis H37Rv
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Haplotipo 22 1 0 0 T76A eis* R231Q ndh V32A tly4

— -
Haplotipo 23 0 1 0 T76A eis R359W Eis
Haplotipo 24 1 0 0 T76A eis* R173S Eis S8A panD E91G rpoAd
Haplotipo 25 1 0 0 T76A eis* P226A Eis A132V gyrd

Tl
Haplotipo 26 0 0 1 T76A eis A277P gyrB
Haplotipo 27 1 0 0 T76A eis* P226A Eis A277P gyrB
Haplotino 28 | 0 0 T76A eis* P226A Eis S8A panD V191A Rv3239c | E91G rpoA

aplotipo
Haplotipo 29 1 0 0 T76A eis* R1010I Rv3239c
okl

Haplotipo 30 | 0 0 A76T eis L178F emrB
Haplotipo 31 | 0 0 T76A eis* S8A panD M861 mmr
Haplotipo 32 | 0 0 T76A eis* Q435R ndh S8A panD MS86I mmr E91G rpoA
Haplotipo 33 1 0 0 T76A eis* L41P nat V290A embA
Haplotipo 34 0 1 0 T76A eis* P29L gidB
Haplotipo 35 1 0 0 T76A eis* S8A panD A724V rpoA
Haplotipo 36 1 0 0 T76A eis* K213R rpo4

Nota: En todos los haplotipos se presentan 16 mutaciones no sinonimas presentes en el 100% de los genomas de M.bovis en comparacion
con la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv ( H57D pncA,A440T rpsA ,A38V, PPE49, T20701 embC, N88S inid, H481Q inid, 1322V
RvI592¢c, R463L katG, E21Q gyrd, S95T gyrd, D6394 gyrA, G668D gyrA, A248S gyrB, A442 gyrB, 1603V bacA, H309D ddrA . *
mutaciones que solo se presentaron al comparar los genomas con la cepa M. tuberculosis H37Rv. ** mutaciones que solo se presentaron al
comparar los genomas con la cepa M. bovis. Celda en blanco: no hay mutaciones, celdas sin relleno mutaciones unicas, celdas que
comparten el mismo color de relleno, misma mutacion.
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Haplotipos y perfil de resistencia molecular

En cuanto al andlisis de los haplotipos para esta descripcién no se consideraran
las 16 mutaciones reportadas en el 100% de los genomas que solo se presentaron en
comparacion con la cepa de referencia M.tuberculosis H37Rv. Siendo entonces que el
minimo numero de mutaciones por haplotipo fueron dos y el méximo nimero de

mutaciones fueron cinco.

En los genes asociados a resistencia para farmacos de primera linea se presento
monorresistencia molecular en los haplotipos 1, 2, 9 y 15 por mutaciones en genes
asociados a resistencia a PZA (rpsA4, panD y pncA) los cuales estan representados por
aislados de ganado lechero (57%), ganado de carne (57%) y humanos (64%). En los
haplotipos 3, 16, 35 y 36, ademds de presentar mutaciones en genes asociados a
resistencia a PZA presentaron mutaciones compensatorias (rpoA4 y rpoC), representados
por aislados de ganado lechero (11.6%), ganado de carne (7.6%) y humanos (23%). Los
haplotipos 6, 19-21 representados por ganado lechero (3.8%) presentaron
polirresistencia molecular a PZA e INH (nat, ndh, srmR). Los haplotipos 5 y 34
presentaron polirresistencia molecular a PZA y STR (rrs y gidB), los cuales estan
representados por aislados de ganado lechero (4.6%) y ganado de carne (3.8%). Los
haplotipos 10, 17 y 18 presentaron polirresistencia molecular a PZA y ETB (embA y
emb(), los cuales estan representados por aislados de ganado lechero (3%). El haplotipo

11 presentd polirresistencia molecular a PZA, ETB e INH (katG), representado por dos
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aislados de ganado de carne. El haplotipo 33, con polirresistencia molecular a PZA, INH

(nat) y ETB (embA), fue representado por un aislado de ganado lechero.

En los genes asociados a resistencia para farmacos de segunda linea, el haplotipo
26 presento polirresistencia molecular a PZA y FLQ (gyrB), representado por un aislado
de humano. Los haplotipo 23 y 24 con polirresistencia molecular a PZA, AMIK/HAN
(eis) representados por un aislado de ganado de carne y uno de leche respectivamente.
El haplotipo 25 con polirresistencia molecular a PZA, AMIK/KAN y FLQ (gyrA4), fue
representado por un aislado de ganado de carne. El haplotipo 27, con polirresistencia
molecular a PZA, AMIK/KAN y FLQ (gyrB), fue representado por un aislado de ganad

de leche.

En los genes asociados a resistencia para bombas de eflujo, los haplotipos 7, 29-
31, con polirresistencia molecular a PZA y RIF (emrB y mmr), estan representados por
ganado lechero (4%). El haplotipo 13, con polirresistencia molecular a PZA y RIF

(Rv3239c), se representd por un aislado de ganado lechero y uno de humano.

Se presentaron haplotipos con mutaciones en combinacioén de genes asociados a
farmacos de primera linea y segunda linea, el haplotipo 14, con polirresistencia

molecular a PZA, ETB (embC), y ETO (ethA), fue representado por dos aislados de

119



ganado lechero. El haplotipo 22, con polirresistencia molecular a PZA, INH (ndh) y

CAP (thlyA), fue representado por un aislado de ganado lechero.

Se presentaron haplotipos con mutaciones en combinacioén de genes asociados a
farmacos de primera linea y bombas de eflujo, el haplotipo 12, con polirresistencia
molecular PZA, STR (rrs) y RIF (RvI258c), se presentaron en dos aislados de ganado

de carne.

Se presentaron haplotipos con mutaciones en combinacidén de genes asociados a
farmacos de segunda linea y bombas de eflujo, el haplotipo 8, con polirresistencia
molecular a AMI/KAN por mutaciones en eis y RIF por mutaciones en emrB, se
presentd en tres aislados de ganado lechero. El haplotipo 28, con polirresistencia
molecular a AMI/KAN (eis) y RIF (Rv3239c), se presentd en un aislado de ganado

lechero.
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DISCUSIONES

El 100% de los genomas analizados de M. bovis aislados de ganado bovino y
humano mostraron la mutaciéon H57D en el gen pncA la cual es caracteristica de esta
especie, haciéndola naturalmente resistente a PZA (Scorpio 1996). Ademas de esta
mutacion, se observaron 15 mutaciones no sindnimas presentes en el 100% de los
genomas, solo al ser comparados con la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv. El
50% de las mutaciones estan referidas en la literatura, en donde la mutacion 1322V
Rv1592¢, no se asocia con en la resistencia a la isoniazida (Ramaswamy et al. 2003), la
mutacién R463L katG se reporta como un polimorfismo (Ramaswamy et al. 2003)o una
mutacion neutral (Ando et al. 2011)la mutacion T2701 embA se ha confirmado mediante
métodos experimentales la ausencia de asociacion en la resistencia a ETB (Brossier et
al. 2015), la mutacion A440T rps4 no se asocia en la resistencia a PZA (Tan et al.
2014),las mutaciones E21Q gyrd, S95T gyrd, y G668D gyrA se describen como
polimorfismos comunes las cuales no se asocian a resistencia para FLQ, y son excluidas
de los andlisis de farmacorresistencia (Tabla XIII- XV). (Devasia et al., 2012). El
restante 50% se reportan por primera vez en este estudio, (A38V PPE49, N88S, H481Q,
iniA, D639A gyrd, A248S, A442S gyrB, 1603V bacA, H309D ddrA) al estar presentes
en el 100% de los genomas pudieran tratarse de polimorfismos de un solo nucleoétido

(SNPs) entre M. bovis 'y M. tuberculosis.
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En comparacion de los 172 genomas de M. bovis con la cepa M. bovis
AF2122/97, se observaron 31 mutaciones no sindnimas, 17 mutaciones presentes en
diez genes asociados a resistencia a farmacos de primera linea (Tabla XIII), ocho
mutaciones en cinco genes asociados a resistencia a farmacos de segunda linea (Tabla
XIV) y seis mutaciones en cuatro genes asociados a bombas de eflujo (XV), la
frecuencia de presentacion de estas mutaciones fue muy variable, en donde la
frecuencia menor fue del 0.58% (un aislado) en donde se observaron siete mutaciones
presentes solo en un aislado, la frecuencia mayor fue del 29.6% (51 aislados) observada
en la mutacion S8A gen panD (Tablas XIII-XV). Cabe resaltar que de estas 31
mutaciones solo una la G162S pncA ha sido reportada anteriormente en aislados de M.
tuberculosis en donde se describe que en las pruebas de susceptibilidad a fairmacos esta
mutacion es sensible al farmaco mientras con hybridization-based line probe assay
(LiPA) se reporté como resistente (Mitarai et al. 2012) por lo que no es claro si esta

mutacion le confiere resistencia a PZA a aislados de M. tuberculosis (Tabla XIII).

Las 30 mutaciones restantes han sido reportadas por primera vez en este estudio.
En las bases de datos Tuberculosis Drug Resistance Mutation Database, US National
Library of Medicine National Institutes of Health, National Center for Biotechnology
Information, asi como en mas de 50 articulos cientificos en donde se reportan
mutaciones basadas en secuenciacion sanger, y secuenciacion de genoma completo, no

se reportan. Debido a esto se realiza una busqueda continua en las bases de datos
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mencionadas y en las investigaciones de mutaciones en genes asociados a resistencia a

farmacos, siendo la tltima revision el 12 de julio del 2017.

Es importante resaltar que en los genomas de M. bovis analizados (172) no se
registraron aislados MDR ya que, no se observaron mutaciones en los genes rpoB e
inhA. Ademas no se observo la mutacion S315 katG, la cual es la mas frecuente
reportada en los aislados de M. tuberculosis resistentes a INH (Zhang & Yew 2009).
Pudiendo suguerir conforme a las mutaciones no sinénimas reportadas en este estudio

habria cepas con monorrrsistencia y polirresistencia molecular.

En el andlisis de los haplotipos se observaron, relacion entre las mutaciones
observadas con el patron de espoligotipo, ademds se observaron haplotipos con
monorresistencia (PZA) y polirresistencia molecular. Desafortunadamente una limitante
en el estudio fue no tener los recursos para realizar las pruebas fenotipicas paralelas de
susceptibilidad a fArmacos, por lo que esta limitacion aumenta la dificultad para evaluar
y reportar a las cepas de importancia en los determinantes de la resistencia a los
farmacos fuera de las mutaciones registradas en los genes que fueron evaluados, por lo
que no es posible concluir el perfil de resistencia o drogosensibilidad de los aislados

debido a que las mutaciones encontradas no estan registradas previamente.

123



CONCLUSIONES GENERALES

Se identificd la co-circulacion de M. bovis y M. tuberculosis en ganado bovino en
Baja California. Esto representa un reto para el control de la TBB, por lo que es
necesario reforzar las medidas de control destinadas a prevenir la propagacion,

incluyendo la correcta aplicacion de los sistemas de vigilancia en el ganado.

Se identificaron 12 patrones de espoligotipos in silico utilizando andlisis
bioinformatico con el programa SpoTyping-v2.0-commandLine. En humanos se
observaron tres patrones de espoligotipo, los cuales fueron idénticos a los espoligotipos
identificados en ganado bovino, lo cual indica que existe relacion genética entre los
aislados de M. bovis de humanos y de ganado. El andlisis de SNPs corrobor6 esta

informacion.

El analisis de SNPs indica que los aislados de M. bovis provenientes de humanos
se originan de ganado bovino de la region. Sin embargo, en los humanos de este
estudio, la via de transmision fue aérea, ya que todos los pacientes presentaron
tuberculosis pulmonar y ademas declararon que no tenian contacto directo o indirecto

con ganado bovino.

124



En este estudio se reportan 39 mutaciones no sinénimas en 24 genes relacionados
a farmacorresistencia (31 mutaciones de 19 genes de primera linea y 8 mutaciones de 5
genes de segunda linea) y 10 mutaciones de 7 genes de bombas eflujo . Sin embargo,
todas estas mutaciones no se han reportado anteriormente en la literatura o en la base
de datos TB drug resistance mutation database (https://tbdreamdb.ki.se/Info/), con
excepcion de la G162S en el gen pncA que esta relacionado con resistencia a

pirazinamida.
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RECOMENDACIONES

En México desde a partir de la década de los noventas, se han implementado
programas de prevencion, control y erradicacion de la tuberculosis en humanos (NOM-
006-SSA2-1993) como de en ganado bovino (NOM-031-ZOO-1995), sin embargo, la
prevalencia de esta enfermedad se ha incrementado con el tiempo y en una gran parte del
territorio mexicano. Por tal motivo, es imperativo que se revisen los procesos tanto
administrativos como técnicos que se realizan en la vigilancia de esta enfermedad tanto

en poblacion humana como en ganado bovino.

Debido a que se indenfico la co-circulacion de M. bovis y M. tuberculosis en ganado
bovino, y en humanos se identificd a M. bovis, es necesario que se implemente la busqueda
y la identificacion molecular de estas dos especies tanto en humanos como en ganado bovino
con sospecha de tuberculosis. También es recomendable que se realice la identificacion de
genotipos utilizando herramientas moleculares como MIRUs, espoligotipos o bien SNPs con
base en Secuenciaciéon de Genoma Completa. Con estos resultados se puede determinar la
dindmica de la trasmision de estas especies, asi como para la identificacion oportuna de

brotes de infeccion.

Reforzar las medidas de seguridad e higine en el manejo del ganado durante todo
el proceso zootécnico, con el objetivo de minimizar la transmision de TBB en hatos y

engordas. Implementar campafias de vacunacion como una estrategia para reducir la
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incidencia de TBB, ya que al igual que en la poblacion humana esto reduciria la

infeccidn y la transmision entre bovinos asi como entre bovinos-humanos.

La TBB no es s6lo una enfermedad que resulta en un régimen frustrante de
pruebas, eliminacion de reactores y restricciones de movimiento, sino que también un
factor importante son las pérdidas econdmicas que esta ocasiona a la industria ganadera
y a los fondos publicos. Para reequilibrar el costo de la enfermedad entre los sectores
publico y privado, es necesario un cambio de cultura, actitud y compromiso compartido
el control de la TBB, basados en el conocimiento de que son mayores las pérdidas
econdémicas que se generarian por el decomiso de los animales enfermos, que llevar
acabo las estrategias establecidas para la erradicacion de la enfermedad. Por ultimo,
identificar o crear acuerdos sostenibles que permitan al gobierno un mejor despliegue de

recursos.
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ANEXO 1

Tabla XX. Mutaciones sinonimas y frecuencia en genes asociados a resistencia a firmacos de primera linea en

comparacion con la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv y M. bovis AF2122/97

Farmaco | Gen M.ut,ac.iones % Bovinos lecheros | % Bovinos de Carne | % Humanos | Reportada
sinoOnimas (129) (26) a7
STR gidB A205A%* 100 100 100 Si (Regmi etal.,2015)
RIF rpoB D903D 0.78 - - No
A1075A%* 100 100 100 No
Rv0340 G64G 3.1 - - No
PPE49 A265A 3.1 - No
embA T329T* 100 100 100 No
ETB embB VI117V* 100 100 100 No
A338A* 100 100 100 No
L538L - 3.8 - No
embC R927R 100 100 100 No
T1036T 100 100 100 No
iniA E212E 1.5 - - No
Rv1592c P20P 3.1 - - No
INH P29p* 100 100 100 No
katG T203T* 100 100 100 No
R78R 0.78 - - No
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srmR V112V* 100 100 100 No
fabD A219A 0.78 - - No
kasA A349A 0.78 - 5.8 No
accD6 | D200D* 100 100 100 Si (Regmi etal.,2015)
* Mutaciones que no se presentaron al comparar los aislados con la cepa de referencia M. bovis AF2122/97
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Tabla XXI. Mutaciones sindnimas y frecuencia en genes asociados a resistencia a fArmacos de segunda linea indicando en
comparacion con la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv y M. bovis AF212297

Gen Férmaco Mutaciones %Bovinos lecheros | % Bovinos de Carne | % Humanos | Reportada
sinénimas (129) (26) a7
tiyA L11L* 100 100 100 No
FLO gyrA 16141* 100 100 100 No
8yrB V210V* 100 100 100 No

* Mutaciones que no se presentaron al comparar los aislados con la cepa de referencia M. bovis AF2122/97
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Tabla XXII. Mutaciones sinénimas y frecuencia en genes asociados a bombas de eflujo en comparacion con la cepa de
referencia M. tuberculosis H37Rv y M. bovis AF212297

Regulado
Eflujo de | diferencialmente Mutaciones | % Bovinos lecheros | % Bovinos de Carne | % Humanos | Reportada
. . Gen e
farmaco | por los farmacos sinonimas (129) (26) a7)
indicados
INH, RIF, OFL | Rvi410c G436G 0.78 - - No
S777S* 100 100 100 No
INH Rv1747
H106H 0.78 - - No
bacA Y513Y - 3.8 - No
ddrA H309D 100 100 100 No
RIE Rv3239 L874L* 100 100 100 No
PP T Y553y 98.5 923 941 No
RIF emrB G240G* 100 100 100 No
ddrA H309D* 100 100 100 No

* Mutaciones que no se presentaron al comparar los aislados con la cepa de referencia M. bovis AF2122/97
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Tabla VII. Frecuencias de espoligotipos de Mycobacterium bovis en casos de ganado y humanos reportados en esta

investigacion. Distribucion en México y el mundo de todos los espoligotipos en este estudio (n=172 aislados) comparado con
la base de datos www.mbovis.org y otros reportes.

Numero (%) aislado

Distribucion en B.C

Distribucion en

Espoligotipo Ganado  Humano Total Aisldaos de humano Aislados de ganado . . Distribucién Mundial
o o Meéxico
(%) (%)
. .. Ags, B.C, EDM, Gto
Tijuana 8 (73), Tecate 1 Ensenada 45 (51), Tijuana ’ ’ ’ > ARG, AUS, BRA, FRA,
SIS ) ) B (9), Ensenada 1 (9), 29 (32), Mexicali 14 (17) ~ 118%JabNay, Qro, mpp’1n1 "MEX, USA,
. Sin, Ver,
Rosarito 1(9)
Ensenada 27 (58), Tijuana
SB1040 47(30)  5(30)  52(30)  Tijuana 4 (80), Tecate I 13(26), Mexicali 6 (14), Ags,B.C,EDM, ARG BRA,CRI KOR,
PRY, URY
(20) Tecate 1 (2)
SB0162 3(2) 3 (1.75) Tijuana 3 (100) BEL
SB1345 3(2) 3(1.75) Ensenada 3 (100) ESP, MEX, USA
Ags, B.C, Chia, EDM,
Tijuana 1 (100) .. Gto, Hgo, Jal, Mich,
SB0971 1 (0.6) 1(5) 2(1.2) Tijuana 1 (100) o Ny, @i, 0170, ESP, MEX, USA
SLP, Son, Ver
SB0327 2(1.3) 2(1.2) Mexicali 2 (100) Ags, Coah, EDM, Hgo MEX, ARG, NLD
Ensenada 1 (50)
SB1758 2(1.3) 2(1.2) Tijuana 1 (50) USA
SB1760 1 (0.6) 1 (0.6) Tijuana 1(100) USA
Ags, Coah, EDM, Gto
. ’ o > ARG, AUS, CHL, ESP,
SB0140 1 (0.6) 1(0.6) Mexicali 1(100) Hgo, Jal, Mich, Mor, GBR, IRL, USA
Qro, Zac,
SB0986 1 (0.6) 1 (0.6) Mexicali 1 (100) MEX.
SB2468* 1 (0.6) 1 (0.6) Ensenada 1 (100) Baja California MEX
SB2469* 1(0.6) 1(0.6) Ensenadal (100) Baja California MEX
Total 155 (100) 17 (100) 173 (100)
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Distribucion en México: Ags: Aguascalientes, B.C.: Baja California, Chia: Chiapas, Coah: Coahuila, EDM: Estado de
Meéxico, Gto: Guanajuato, Hgo: Hidalgo, Jal: Jalisco, Mich: Michoacan, Mor: Morelos, Nay: Nayarit, Oax: Oaxaca, Qro:
Querétaro, S.L.P: San Luis Potosi, Sin: Sinaloa, Son: Sonora, Ver: Veracruz, Zac: Zacatecas. Distribucion mundial: ARG:
Argentina, AUS: Australia, BEL: Belgium, BRA: Brazil, CHL: Chile, CRI: Costa Rica, ESP: Spain, FRA: France, GBR:
United Kingdom, IRL: Ireland, KOR: South Korea, MEX: México, NLD: Holland, PRY: Paraguay, URY: Uruguay, USA:
United States of América. (Rodwell et al. 2010; Milidn-Suazo et al. 2012; Smith & Upton 2012; Vazquez-Chacon et al. 2015),
Celda en blanco: No hay datos. *Nuevos patrones de espologotipos
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Tabla VIII. Expoligotipos de Mycobacterium bovis en ganado de México.

Lugar de Aios de Aislado Espoligotipo (%)
. . .y VNTR
aislamiento deteccion s (%)
Qro. (Milian et
al. 2000) 1992-1996 81 (79)

Ags, Qro, Hgo,

Coah. (Milian- 308
Suazo et al. LR (77)

2000)

Ags, Qro, EDM, Huerfanos (12), SB0663 (7), SB 1014 (7), SB0269, SB1109, SB1208, SB1493 (7), SB1697,
Jal. (Milian- 1996-1997 SB1699, SB1700, SB1701, (7) SB1702, SB1704, SB1705, SB1706 (7) SB1707, SB1709, SB1710,
Suazo et al. SB1711 (7), SB1714, SB1715,SB1717, SB1718 (7), SB1719, SB1720, SB1721, SB1722 (7),

2002) SB1733, SB1114 (5), SB0669 (3), SB1110 (3), SB1111 (3), SB116 (3), SB1119 (3), SB1735 (3).
Cd Juarez

(@l o) 2000 58 (58) SB0121 (50), SB0140 (14), SB0673 (9), SBO9E§2%7)), SB0987, SB0272, SB0327, SB0807, SB0985

al. 2005) '

Ver. Jal. EDM SB0269 (12), SB0669 (12), SB0663 (10), SB1118 (7), SB1114 (7), SB1119, SB1120, SB1121 (7),

(Szie;j[ilfla;l-Fl : ’ 1993-1998 SB1122, SB1123, SB1124 (7), SB1126, SB1127, SB1128 (7), SB1129, SB1130, SB1131 (7),

ores SB1132, SB1133, SB1134 (7), SB0130, SB0140, SB0145 (7), SB1113 (5), SB1125 (4.5), SB0971
et al. 2006) (5).-
SB0673 (23.8), SB0O121 (9.7), SB0140 (6.9), SB0669 (6.3), SB0145 (6),
13 de 32 estados SB0971 (3.6), SB0296 (2.8), SB0327 (2.8), SB1165, SB0986, SB0663, SB1040, SB1116, SB 119
(Rodwell et al. 1997-2007 (9.2), SB1044, SB1496, SB0272, SB0130, SB111, SB114, SB0987, SB1118, SB1216 (6.2),
2010) SB1110, SB1696, SB1125, SB1113, SB1129, SB1503, SB0807, SB1757SB1755, SB0452 (3.8),
SB0152 (0.2) SS (18.5).

B.C. (Martinez- .

Vidal et al. 2011) 2008-2010 21 (43) 8 loci

B.C. (Bermudez 166
etal. 2012) ARUEIDY (62)

19 de 32 estados Huerfanos (17), SB0673 (15), SB0669 (12), SS (11), SB0145 (7), SB0971 (7), SB0140 (6),

(Gutiérrez Reyes 2009-2010 SB0121 (6), SB0663 (4), SB0269 (4), SB116 (3), SB0O119 (2), SB0327 (1), SB2055 (1), SB0484
etal. 2012) (1), SB1165 (1),

17 de 32
estados(Zumarra Nd Huerfanos (24), Others (26), SB0121 (11), SB0673 (8), SB0140 (5), SB0269 (4), SB0663 (4),

gaetal. 2013)

SB1112 (4), SB0971 (4), SB1165 (2), SB1116 (2), SB0669 (2), SB0145 (2), SB0327 (2).
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Chia, Tab, Ver

(Vazquez- 20112012 SB0673 (28), SB0971 (19), SBO140 (15), SB0145 (8.5), SB1388 (6), Orphan (4.2), SB2374 (4.2), o4 loci
Chacon et al. SBO121 (2), SB0120 (2), SB0268 (2), SBO130 (2), SB0662 (2), SB0327 (2), SB0669 (2).
2015)
26 de 32 estados
(Milian-Suazo et 5002 500 SB0673 (11.8), SB0669 (9.3), SB0121 (6), SB0145 (5.8), SB0971 (5.3), SBO140 (5), SB0663 (4),
al. 2016) SB0269 (3.3), SB1116 (3.2), SB0120 (2.2), SB119 (2), SB1165 (1), Otros (41.)

16 de 32 estados 2009-2010 12 loci
) ) 155 SB0145 (58), SB1040 (31), SB0162 (2), SB1345 (2), SB0327 (1.3), SB1758 (1.3), SB2468* (0.6),

B s esidtly 20142019 (82) SB2469* (0.6) SB0971 (0.6), SB1760 (0.6), SB0140 (0.6), SB0986 (0.6).

Lugar de aislamiento: Ags: Aguascalientes, B.C: Baja California, Chi: Chiapas, Coah: Coahulia, EDM: Estado de México
Hgo: Hidalgo, Jal: Jalisco, Qro, Querétaro, Tab: Tabasco, Ver: Veracruz. Nd: no hay datos SS: un espoligotipo, Negritas:
Coinciden con espoligotipos de humanos, celda en blanco: no hay datos. *Nuevos patrones de espoligotipos.
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1

Tabla IX. Mycobacterium bovis en casos de humanos, reportados en México

Lugar de Aiios de  Aislados Espoligotipo (%) VNTR Resistencia a
aislamiento deteccio M. bovis farmacos
n (%)
Qro. (Pérez-Guerrero  2006- Is(lg)  Huerfano* (533), SB0140 (13.3), SB0663 (6.6), SBIS4 (6.6), SB119
et al. 2008) 2007 (6.6), SB1852 (6.6), SB1828 (6.6)
;%;’;X (Ceso @il 2000- 17(104) Huerfano* (53), SB026S (12), SB0120 (6), SB0849 (6), SBO9G! (6),SB
2003 ' 0897 (6), SB0850 (6), SB0669 (6)
Ql“;'o(fg;han'suazo et 5006 Orphan* (21), SB1824-1828 (15), SB1849-1852 (12), SB1833, SB1834,
a 2007 34(17)  SBI1836, SBI837 (12), SB0663, SB0971, SBO119, SB0856 (12),
SB18461 (8), SB1839-1841 (8), SBO140S (6), SB1830, SB1831 (6),
Gdl. (Portillo-Gomez
& Sosa-Iglesias 2011) 1995-
2000 35 (28)

CDMX (Cortés- 2007-
Torres et al. 2013) 5008 10(10)  SBO120 (40) Huerfano* (30), SB0288 (20), SB0267 (10)
S.LP. (Lopez-Rocha 2006- .
otal 2013) 010 5(2.1)  Huérfano (20), SB215 (20), SB0669 (20), SBO812 (20), SB1484 (20)
Hgo. (Torres- 2009-
Gonzalez et al. 2013) 2011 2(6.6)  Orphan (50), SB0121 (50)
— Other (23), SB1818, SB1824, SB1825, SB1826, SB1827, SB1828 (19),

ta; T SB1829, SB1830, SB1831, SB1833, SB1834, SB1836 (19), SB1837,
zf 200153) umarraga ¢ SB1838, SB1839, SB1840, SB1841, SB1849 (19), SB1850, SB1851,

' SB1852 (9), SB1846 (9)

. 3.7%Z+H+E

E'g' (,Lantla‘li"ém ) 22%1113' 27 (4.35) 8 loci 37%Z +E

aborin et al. ) 37% Z+ R
CDMX, Chi, EDM

i ’ 2008- SB0145 (16.6), SB0120 (16.6), SB0268 (16.6), SB0669 (16.6), Huérfano . .

Yuca(Vazquez- 2009 6 (0.3) (16.6), SB2218 (16.6) 24 loci 0.15% MDR

Chacon et al. 2015)

85



All Mexico

. 2000- 10.9% S
g]?;)lbazd(;lll;del Valle 2014 309 (26) 7.6% MDR
?hzfli?;i-essiigset i 2003- Nd SB0140 (30), SB0673 (12), SB0669 (12), SB0145 (12), SB0121 (6),
2016) v ) 2010 SB0971 (6), SB0663 (6), SB0120 (6), SB119 (6)

2011-

B.C. Este estudio 17(63)  SB0145 (65), SB1040 (30), SB0971 (5)

2013

Lugar de aislamiento: B.C: Baja California, Chi: Chihuahua CDMX: México City, EDM: Estado de México, Gdl:
Guadalajara, Hgo: Hidalgo, Qro: Querétaro, Yuc: Yucatdn. *: Representa diferentes espoligotipos, Z: pirazinamida, H
isoniazida, E: etambutol, R: rifampicina, S: strepromycin, MDR: multidrogoresistencia. Negritas: coinciden con espoligotipos
de ganado. Celda en blanco: No hay datos.

u b W N
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Capitulo III

Farmacorresistencia molecular en cepas de M. bovis en aislados
microbioldgicos de humanos y de ganado bovino en Baja
California, México



Introduccion

Especies dentro del Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT) son
naturalmente resistentes a gran variedad de antibioticos, esto dificulta el tratamiento
contra la TB (Zhang & Yew 2015). Uno de los mecanismos de resistencia del CMT a
los antibioticos se debe a la pared celular de los bacilos; por ser hidrofobica actia
como una barrera de permeabilidad. Por otro lado, mucho del potencial de resistencia
del CMT esta codificado en su genoma (Fenner et al. 2012). Esto incluye genes que
codifican para enzimas hidroliticas y para enzimas modificadoras de farmacos, como
las beta-lactamasas y las aminoglicésido-acetil-transferasas. Ademas de diversas
proteinas transportadoras de eflujo (efflux), pertenecientes a la super familia mayor
facilitadora (Major Facilitator Superfamily), y numerosos transportadores tipo ABC
(Adenosine Triphosphate Binding Cassetes) (Black et al. 2014; Du et al. 2014). Por
otro lado, se conocen diversas mutaciones que confieren resistencia a especies dentro
del CMT contra los medicamentos de primera y segunda lineas, utilizados para el
tratamiento de TB. Uno de cada 1x106-1x108 bacilos de M.tuberculosis
(dependiendo del farmaco)(Zhang & Yew 2009) muta espontaneamente en su
genoma, y resistente a la accion de fAirmacos contra la TB de primera linea (Zhang &
Yew 2015). Estas bacterias estan distribuidas en todo el mundo. Generalmente, el
surgimiento de cepas resistentes a farmacos es el resultado de un tratamiento

inadecuado

Los medicamentos contra la tuberculosis de primera linea son estreptomicina (STR),

isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol (EMB) y pirazinamida (PZA).



Los mas eficaces son INH y RIF. Los farmacos de segunda linea son menos
eficaces, mas toxicos o tienen ambas caracteristicas, y solo se recurre a ellos en casos
extremos, cuando se detecta resistencia a INH y RIF. Generalmente la resistencia a
RIF esta asociada a otros dos o tres fArmacos de primera linea (Becerril-Montes et al.
2013a). Los farmacos de segunda linea mas utilizados son Kanamicina, (KM)
Amikacina (AMK), Capreomicina (CPM), Etionamida (ETO), Cicloserina (CS),
ademds de varias Fluorquinolonas (FM), entre ellas Ofloxacina (OFX) vy

Ciprofloxacina (CIP) (Becerril-Montes et al. 2013Db).

La TB multidrogorresistente, (TB-MDR) se define como aquellas cepas que
son resistentes por lo menos a dos farmacos antituberculosos de primera linea la RIF
e INH. Mientras que la TB extremadamente drogorresistente (TB-XDR) se define
como aquella que es resistente a una FQ y por lo menos a uno de los tres antibidticos
inyectables de segunda linea AMK, CAP o KAN (Secretaria de Salud México

2015).

Los datos con respecto a sensibilidad a los medicamentos para M. bovis en los
seres humanos y los animales son limitados. Sin embargo en un reporte en México en
donde se compararon los perfiles de resistencia de M. bovis y M. tuberculosis, se
observé una mayor proporcion de MDR primaria considerablemente mayor en M.
tuberculosis y una mayor monorresistencia STR entre los aislados de M. bovis
(Bobadilla-del Valle et al. 2015). En San Diego se informd que de 167 casos de TB

por M. bovis el 7% resulto resiste a INH y el 1% a RIF (LoBue & Moser 2005).En un



informe de TB del Servicio Nacional de genotipado de los Estados Unidos inform6

que de 165 aislados de M. bovis el 17% resulto resistente a STR (Rivero et al. 2001).

Se cree que la alta proporcion de resistencia primaria a STR entre los
aislados de M. bovis, puede explicarse por el uso de aminoglucédsidos para el
tratamiento de otras enfermedades en el ganado bovino. (Economou & Gousia 2015).
Algunos autores han sugerido que la resistencia primaria a INH y RIF en M. bovis
puede indicar trasmision de humano a humano (Hlavsa et al. 2008). Recientemente
en México se describio la caracterizacion molecular de tres cepas de M. bovis

identificadas en humanos MDR (Vazquez-Chacon et al. 2015).

Mycobacterium bovis es conocido por ser naturalmente resistente a la PZA.
La presencia de una mutacion puntual C-G en el gen pncA, en el nucledtido 169, le

confiere resistencia natural a la PZA a M. bovis (Zhang & Mitchison 2003).



Objetivo General
Determinar el perfil de farmacorresistencia de los aislados de M.bovis

provenientes de humanos de ganado bovino en Baja California

Objetivos especificos

1.- Caracterizar mutaciones en genes relacionados con resistencia a farmacos de
primera y segunda linea asi como en bombas de eflujo relacionados en aislados de M.

bovis.

2.- Determinar la farmacorresistencia y la drogosensibilidad de aislados de M. bovis
mediante la Identificacion de mutaciones en genes asociados a, farmacos de primera,

segunda linea y bombas de eflujo.



Mecanismos moleculares generadores de farmacorresistencia a farmacos de
primera linea.

Pirazinamida (PZA)

Férmaco antituberculoso de primera eleccion, basico en el tratamiento contra
la TB. El empleo de este fA&rmaco se inicié en el afio de 1952, el cual funciona
especificamente contra bacilos semilatentes que no son afectados por ningtn otro
medicamento antituberculoso. Una de sus principales ventajas es que disminuye el
tiempo de tratamiento, debido a su sinergia con INH y RIF. Respecto a su
mecanismo de accion, la PZA es transformada por la enzima pirazinamidasa a su
principio activo, 4cido pirazinoico (POA), el cual genera un pH 4cido
intrabacteriano, al parecer causante del efecto contra M. tuberculosis (Zhang &
Mitchison 2003). La pirazinamidasa es codificada por el gen pncA, mutaciones en
este gen explican el 80% de las cepas resistentes a este farmaco (Quirés-Roldan et al.
2001). Sin embargo, su principal desventaja radica en su alta especificidad en contra
de M. tuberculosis, de manera que si la cepa infectante es diferente, como M. bovis,
el tratamiento no es efectivo (Said Fernandez et al. 2005). Como se mencion6
anteriormente para el caso particular de M. bovis, en el codon 57 del gen pncA, se ha
identificado una mutacion puntual (C—G) que resulta en la sustitucion de His por

Asp.

Recientemente se ha demostrado que mutaciones en los genes rpsA y panD,
se encuentran en algunas cepas de M. tuberculosis resistentes a PZA las cuales

carecen de mutaciones en el gen pncA. El gen rpsA codifica la proteina ribosomal S1



(RpsA), proteina vital involucrada en la traducciéon de proteinas y el proceso de
preservacion del ribosoma (Shi et al. 2011). Sin embargo hasta el momento no se han
reportado cepas de M. bovis resistentes a PZA por mutaciones en este gen
(Feuerriegel et al. 2013). El gen panD codifica la enzima aspartato descarboxilasa,
implicada en la sintesis de B-alanina, es un precursor de la biosintesis de pantotenato

y de co-enzima A (Shuo Zhang et al., 2013).

Rifampicina (RIF)

Férmaco importante con fuerte actividad bactericida, ha sido empleado desde
1970 (Quir6s-Roldén et al. 2001), su mala administracién ha generado un incremento

considerable en cepas resistentes (Said Fernandez et al. 2005).

Esta se une a la subunidad B del complejo enzimatico que conforma la ARN
polimerasa dependiente de ADN, e inhibe la transcripcion de los ARN mensajeros
(ARNm). Los transcritos de ARNm son esenciales para la sintesis de proteinas
(traduccion) (Kocagoz et al. 2005). La ARN polimerasa es un complejo oligomérico
compuesto por cuatro subunidades: a, B, B' y o; codificadas por los genes rpoA4, rpoB,
rpoC'y rpoD, respectivamente. Se ha demostrado que mutaciones en rpoB producen
cambios conformacionales en la subunidad B de la RNA polimerasa, disminuyendo
la afinidad por RIF y otorgando resistencia al farmaco (Said Fernandez et al. 2005).
Recientemente fueron identificados mutaciones compensatorias en los genes 7poA y
rpoC que restauran la aptitud de las bacterias resistentes a RIF que portan

mutaciones en rpoB (M. de Vos et al. 2013)



En cepas de M. bovis resistentes a este farmaco se han identificado en el gen
rpoB tres mutaciones de sustitucion de nucleo6tidos en los codones 513, 521, y 526,
designados como Q513K, L521P, y H526Y, se ha demostrado que el 60% de las
cepas que presentan mutaciones en este gen es la posicion del codon 521, el cual
resulta en el cambio de leucina a prolina. Esto sugiere que el codon 521 puede ser

importante para el desarrollo de resistencia RIF en M. bovis (Sechi et al. 2001).

Isoniacida (INH)

Es un farmaco antituberculoso y bactericida que se utiliza contra la
tuberculosis desde 1952 (Quirds-Roldan et al. 2001), actua especificamente contra
bacterias que se encuentran en fase de multiplicacion activa (Said Fernandez et al.
2005). La INH, interfiere con la biosintesis de pared celular en MTB. Es un pro-
farmaco que es convertido a su forma activa por la catalasa-peroxidasa (codificada
por el gen katG de la micobacteria), activada inhibe la accion de la proteina
acarreadora enoil-acil reductasa (inhA). InhA es un importante enzima, componente
del complejo de la sintetasa de acidos grasos (FAS-II). FAS-II est4 involucrada en la
sintesis de acidos micolicos de cadena larga. Los acidos micolicos son componentes
estructurales esenciales de la pared celular de las micobacterias, y estan unidos a la
capa de arabinogalactano (Quirds-Roldén et al. 2001; Said Fernandez et al. 2005). La
resistencia a INH se asocia en M. tuberculosis con una variedad de mutaciones que
afecta principalmente a los genes katG e inhA, sin embargo se han detectado
mutaciones con menor frecuencia en kasA, oxyR y ahpC, ndh, nat, mshA, (Jagielski
et al. 2014). El gen katG codifica para la enzima catalasa-peroxidasa. La presencia de

mutaciones o deleciones en este gen se ha relacionado con el 60% de la cepas de M.



tuberculosis resistentes a isoniacida (Caws & Drobniewski 2001; Quir6s-Roldan et
al. 2001), siendo la mutacion mas frecuente S315 katG, la cual por lo general no
eliminan completamente la actividad de la catalasa, y en tales cepas no disminuye su
desempefio y virulencia, lo que puede explicar su frecuente ocurrencia entre aislados
clinicos (Zhang & Yew 2009). Las mutaciones en la region intergénica furA-katG
region promotora que afecta la expresion de katG se encuentra ocasionalmente en
algunas cepas con resistencia a INH. Por lo general las mutaciones en katG, causan
resistencia de alto nivel (Ando et al. 2011; Siu et al. 2014). En cepas de M.bovis
resistentes a INH se han reportado las siguientes mutaciones en este gen, en el codon
463 CTG3CGG (L463R), en el codon 315 AGC3ACC (S315T), y en el codon 506
GAG3AAG (E506K) (Sechi et al. 2001). Mutaciones que afectan al gen inhA son la
segunda causa de resistencia a isoniacida, también puede ocurrir debido a mutaciones
en la region promotora de mabA (fabGl) / inhA, la cual resulta con la sobreexpresion
del gen InhA (Garcia-Ramos et al. 2003), el cual codifica para la proteina inhA,
responsable de la produccion de 4cidos grasos (Caws & Drobniewski 2001; Quirds-
Roldén et al. 2001). Las mutaciones en inh4 y en su region promotora se asocian
generalmente a un bajo nivel de resistencia, sin embargo las mutaciones en este gen
no solamente causa resistencia a INH, también confieren resistencia cruzada al
farmaco Etionamida (ETH) por estar relacionado estructuralmente con INH

(Banerjee et al. 1994).



Etambutol (E)

Férmaco empleado en contra de TB, utilizado por primera vez en 1961, tiene
actividad bacteriostatica, y so0lo actia contra bacterias en fase de multiplicacion
activa (Quirds-Roldan et al. 2001).Se recomienda para tratar infecciones diseminadas
con bacterias pertenecientes al complejo M. avium, especialmente en personas
infectadas con VIH, que cursan con Diabetes Mellitus, o con antecedentes de
abandono o recaida. La probabilidad de resistencia es menor que con otros farmacos,
por lo cual se incluye en el tratamiento primario en paises con una tasa elevada de
resistencia primaria a otro farmaco de primera linea (OMS, 2010). Este compuesto
inhibe la accién de la arabinosil transferasa (codificada por embA, B'y C de MTB).
EmbB es una enzima asociada a membranas, involucrada en la sintesis de
arabinogalactano. El arabinogalactano es un componente estructural esencial en la
pared de las micobacterias (Telenti et al. 1997). La resistencia a etambutol esta
asociada a mutaciones en tres genes: embA, embB, y embC, localizados en un locus
de 10,000pb (embABC), que codifican para la enzima arabinosiltransferasa,
relacionada con la sintesis de polimeros de arabinosa y galactosa de la pared celular.
Cerca del 70% de las cepas resistentes a etambutol presentan una mutacion puntual
en el codon 306 Met del gen embB, causando la sustitucion por Val, Leu o Ile
(Sreevatsan et al. 1997a). Otras mutaciones reportadas se encuentran en los codones

297, 306, 328, 330, 334, 406, 497, 745, 959, 1000 y 1024 (UniProtKB/Swiss-Prot).

Estreptomicina (STR)

Primer farmaco con actividad antituberculosa probada, el cual se descubri6 en

1943, actua en la micobacteria cuando esta se encuentra en el espacio extracelular



(Quir6s-Roldan et al. 2001). La estreptomicina es un aminoglucosido que interfiere

con la traduccion del ARNm en M. tuberculosis.

La estreptomicina se une a la proteina ribosomal S12, que es un componente
de la subunidad 30S del complejo ribosomal, por lo que la estreptomicina inhibe la
sintesis de proteinas micobacterianas. La resistencia a este farmaco se asocia con
mutaciones en los genes rpsL y rrS, los cuales codifican respectivamente la sintesis
de la subunidad proteica 12S y el ARNr 16S. El gen rpsL presenta mutaciones con
mayor frecuencia, encontradas en los codones 43 (Lys—Arg y/o Thr) y 88
(Lys—Gln, Arg y/o Thr) (Caws & Drobniewski 2001; Cuevas-Coérdoba & Zenteno-
Cuevas 2010). Al igual que ocurre con otros farmacos, se cree que existen
mecanismos adicionales de resistencia a estreptomicina, en este caso probablemente
relacionados con la permeabilidad de la pared y membrana bacteriana, ya que el 30%
de las cepas resistentes no muestran mutaciones en los genes rrs o rpsL (Quirods-

Roldan et al. 2001).

Se ha reportado que una mutaciéon en el gen gidB, que codifica 7-
metilguanosina (m (7) G) especifico para metiltransferasa 16S rRNA, causa
resistencia a SM en bajos niveles en el 33% de aislados de M. tuberculosis resistente
(Okamoto et al. 2007). En un estudio posterior demostraron que otras mutaciones en
gidB parecen estar implicados en la resistencia a SM en bajos niveles (Spies et al.

2008).



Mecanismos moleculares generadores de farmacorresistencia a farmacos de
segunda linea.

Kanamicina (KM), Amikacina (AMK) y Capreomicina (CPM)

Kanamicina (KM) y su derivado Amikacina (AMK) son inhibidores de la
sintesis de proteinas a través de la modificacion de las estructuras ribosomal 16S en
el rRNA. Las mutaciones en el rRNA 16S (rrs) en la posicion 1400 se asocia con

resistencia de alto nivel a la KM y AMK (Alangaden et al. 1998; Suzuki et al. 1998).

CPM es un antibiotico polipéptido, se ha reportado que mutaciones en el gen
tlyA el cual codifica rRNA metiltransferasa esta involucrado en la resistencia a CPM

(Alangaden et al. 1998; Suzuki et al. 1998).

La metiltransferasa rRNA modifica los nucleotidos en la posicion ¢1409 en la
hélice 44 de 16S rRNA y c1920 en la hélice 69 de 23S rRNA (Johansen et al. 2006).
Se puede observar una variable resistencia cruzada entre KM, AMK, CPM o
viomicina (VM). Las cepas resistentes a CPM, KM y VM podrian tener mutaciones
en el gen tlyA, posicion C1402T, o G1484T en el gen rrs, mientras que las resistentes
a la CPM pero no VM podria tener una mutacion en A1401G, esta mutacion podria
causar resistencia a KM y CPM pero no VM (Georghiou et al. 2012) Pueden ocurrir
multiples mutaciones en el gen rrs en una cepa, lo cual le confiere resistencia cruzada
entre estos farmacos (Georghiou et al. 2012). Las cepas resistentes a SM por lo

general todavia susceptibles a la KM y AMK.



Fluorquinolonas (FQ)

Las ADN topoisomerasas son un de conjunto diversas enzimas esenciales, las
cuales son responsables del mantenimiento topoldégico apropiado de los cromosomas.
Las topoisomerasas regulan el super enrollamiento del ADN y la separacion de las
cadenas de acidos nucleicos enredados en la replicacion y transcripcion (Drlica &

Malik 2003).

El mecanismo de accion de las FQs en las especies bacterianas es inhibir a la
ADN girasa (topoisomerasa II) y la topoisomerasa IV, lo que resulta en la muerte
microbiana. La ADN girasa es una proteina tetramérica A2B2. La subunidad A lleva
el sitio activo de la rotura-reunion, mientras que la subunidad B promueve la
hidrolisis de adenosin trifosfato ATP. M. tuberculosis tiene gyrd y gyrB que
codifican para la subunidad A y B (Takiff et al. 1994). Una region conservada, la
region determinante de quinolona-resistencia o QRDR por sus siglas en ingles
quinolone-resistance-determining region, se ha encontrado que es una de las darea
mas importante involucradas en la resistencia a FQ en M. tuberculosis en gyr4 (320
pb) y gyrB (375 pb), (Takiff et al. 1994). Las mutaciones dentro de la region QRDR
en el gen gyrd se han identificado en aislados clinicos y de laboratorio de M.
tuberculosis, agrupadas en los codones 74, 83, 87, 90, 91, 94 (Cheng et al. 2004;
Pitaksajjakul et al. 2005), con Asp94 relativamente frecuente (Cheng et al. 2004;
Pitaksajjakul et al. 2005)La mutacion en el codon 95 se considera un polimorfismo
que no participan en la resistencia a quinolonas (Sreevatsan et al. 1997b). Para los

aislados clinicos, es mas raro que ocurran las mutaciones en gyrB. (Lee et al. 2002b;



Pitaksajjakul et al. 2005), en general, dos mutaciones en gyr4 o una mutacion
concomitante en gyr4 y en gyrB se requieren para el desarrollo de niveles altos de
resistencia. (Takiff et al. 1994; Kocagoz et al. 1996). También se ha demostrado que
la frecuencia de mutaciones que confieren resistencia FQ en M. tuberculosis, y la
distribucion de los alelos de resistencia posiblemente depende de la concentracion

del farmaco (Devasia et al. 2012).

Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo son proteinas de membrana encargadas del transporte
de distintos compuestos desde el interior de las bacterias al exterior, tienen una gran
importancia en la resistencia de farmacos antituberculosos, y se clasifican en cinco

familias importantes (De Rossi et al. 2006).

ATP-Binding Cassette Superfamily (ABC): Esta familia de transportadores se
encuentra presentes en todos los organismos vivos, y conduce sustratos como
azlcares, aminoacidos, iones, farmacos, polisacaridos o proteinas gracias a la
hidrolisis del ATP (Balganesh et al. 2012). Se ha reportado que en M. tuberculosis
los transportadores Rv2686c, Rv2688c, Rvi747, ddrA y pstbB contribuyen a la
resistencia frente a antibidticos (Braibant et al. 2000; Choudhuri et al. 2002; De

Rossi et al. 2002; Pang et al. 2013)



Small Multidrug Resistance family (SMR): Se trata de una familia de
proteinas pequefias de aproximadamente 110 residuos. Generalmente, forman
tetrameros en la membrana citoplasmatica y transportan un nimero muy reducido de
sustratos, los cuales son impulsados gracias a un gradiente de protones (Balganesh et
al. 2012). El gen mmr codifica para una proteina de eflujo de membrana la cual se
relaciona con la resistencia a farmacos (De Rossi et al. 2006; Balganesh et al. 2012;

Dinesh et al. 2013).

Major Facilitator Superfamily (MFS): Es una de las familias mas grandes de
transportadores de membrana que se conocen, constituida por 74 familias. Todos los
MEFS transportadores implicados en el eflujo de antibidticos se piensa que funcionan
como antitransportadores monoméricos impulsados por un gradiente de H+. De esta
familia se ha descrito que el gen Rv/258c contribuye con la resistencia a INH, RIF, y
EMB, el gen efpA, favorece el eflujo de INH, emrB y Rv3239c al eflujo de RIF,
Rvi410c y Rv3728 contribuyen a la resistencia de INH y RIF. (Jiang et al. 2008;

Gupta et al. 2010; Louw et al. 2011; Calgin et al. 2013).

Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE): Estas proteinas
funcionan como antitransportadores, la mayoria de ellos son accionados por un
gradiente de iones Na+ aunque algunos se valen de un gradiente de protones. Sus
sustratos incluyen Fluorquinolonas, aminoglucdsidos, y colorantes catidnicos

(Balganesh et al. 2012).



Resistance Nodulation-Cell Division Superfamily (RND): Es una familia de
bombas presentes en bacterias Gram negativas, constituidas por tres elementos: una
proteina transportadora situada en la membrana interior, una proteina accesoria
periplasmatica y una proteina canal localizada en la membrana exterior. El eflujo a
través de ellas es conducido gracias a la fuerza motriz de protones, un gradiente
electroquimico en el que el movimiento de los iones de hidrégeno conduce el
transporte del sustrato. Se ha descrito que el gen mmpL?7 contribuye al eflujo de INH

(Domenech et al. 2005; Calgin et al. 2013).



Objetivos

Objetivo general

Identificar la presencia de mutaciones en genes asociados con resistencia
farmacos de primera y segunda linea, asi como bombas de eflujo en M. bovis

presente en ganado bovino en Baja California

Objetivos especificos.

1. Identificacion de mutaciones en genes asociados a farmacos de primera y
segunda linea.
2. Identificar las mutaciones en genes de bombas de eflujo relacionados con

resistencia a farmacos en M. bovis.



Material y Métodos

Este estudio se llevo a cabo en el estado de Baja California en donde
participaron multiples instituciones: Escuela de Ciencias de la Salud, de la
Universidad Auténoma de Baja California (UABC) Instituto de Investigaciones en
Ciencias Veterinarias (IICV), UABC, Rastro Municipal de Ensenada. Laboratorio
Estatal de Tuberculosis, Hospital General, Instituto de Salud Publica de la

Universidad Veracruzana y Veterinary Services Laboratories lowwa.

Declaracién de Etica

Todos los procedimientos de manipulacion de los animales y de toma de
muestras se llevaron a cabo siguiendo las directrices de las técnicas locales oficiales
aprobadas para el cuidado de los animales, incluyendo: el cuidado humanitario de los
animales durante la movilizacidn, estipulaciones de salud animal y las caracteristicas
de los animales durante el transporte (SAGARPA 1995a,1995¢); aprobado por el
comité institucional de ética animal que estd representado por el Grupo Académico
de Salud Animal y el Grupo Académico para el diagndstico de enfermedades
infecciosas; ambos parte del Instituto de Investigacion en Ciencias Veterinarias,

Universidad Autonoma de Baja California, Mexicali, Baja California, México.



Poblacion de estudio y obtencion de muestras

Muestras de aislados microbiologicos de humanos

Se colectaron 27 aislados microbioldgicos de M. bovis de humanos
provenientes de pacientes con diagnostico confirmado de TB pulmonar de muestras
clinicas (esputo) del 2011 al 2013, sin historial médico de contacto con ganado
bovino, los cuales recibieron tratamiento en el Laboratorio Estatal de Tuberculosis
del Hospital General de Tijuana en el estado de Baja California. Se tomo una porcion
de los 27 aislados microbiologicos y fueron enviados al Laboratory National
Veterinary Services Laboratories, Ammes, lowa, donde se recultivaron vy
secuenciaron. Se contd con el consentimiento informado de cada uno de los pacientes
estudiados previa explicacion de los objetivos y procedimientos del proyecto.

Aprobado por el comité de bioética del Hospital General de Tijuana B.C

Muestras de ganado bovino

Se colectaron muestras de tejido de ganado bovino con lesiones sugestivas a
TBB, en dos rastros de Baja California, de Agosto a Noviembre del 2015. El primer
rastro fue el Rastro Tipo Inspeccion Federal 54 en Mexicali, B.C. El segundo fue el
Rastro Municipal de Ensenada B.C. donde se sacrifica ganado preveniente de

Ensenada, Tijuana, Tecate, Rosarito y Mexicali.

La inspeccion postmortem se realizé de acuerdo a lo que establece el Manual

de inspeccion sanitaria para ganado vacuno sospechoso de tuberculosis (SENASICA



2011a). Las muestras decomisadas se colocaron en un envase estéril con cloruro de
sodio al 0.9% para su posterior cultivo bacteriologico y andlisis molecular,
previamente rotulado. En el caso de obtener mas de una muestra de un mismo animal
esta se colocd en el mismo envase, ya que la unidad de andlisis de resultados se

refiere a animales y no a piezas anatdmicas.

Se realiz6 un reporte el cual incluyo la presencia de lesiones granulomatosas,
el area de su localizacion (ganglios linfaticos, cavidad toracica, pulmon, cavidad
abdominal, higado, rifiones y multiples tejidos), numero de caso, fin zootécnicos y
estado de procedencia. Las muestras se enviaron a Diagnostic Bacteriology
Laboratory National Veterinary Services Laboratories a cargo de la Dra. Suelee
Robbe-Austerman, en donde se les realizd el cultivo microbiologico, y la

secuenciacion de genoma completo.

Aislados microbioldgicos

Los aislados microbioldgicos se llevaron a cabo en el Laboratory National

Veterinary Services Laboratories, Ammes, lowa.

Ganado bovino

La manipulacion del tejido se llevd a cabo en una cabina de flujo laminar, se
utilizaron instrumentos quirdrgicos estériles y una nueva superficie de corte para
cada muestra, se selecciond aproximadamente 2 g de tejido con lesion y material

caseoso aledafio y se procedi6 a la descontaminaciéon mediante el método Petroff.



Los sedimentos obtenidos se sembraron en medio de cultivo Stonebrink y se incub6
durante un minimo de ocho semanas a 37 °C. Los cultivos fueron examinados
macroscopicamente a intervalos semanales durante el periodo de incubacién para

observar crecimiento.

Aislados de M. bovis en humanos

La manipulacion de los aislados microbiologicos se llevo a cabo en una
cabina de flujo laminar, se utilizaron instrumentos estériles, para tomar una porcion
del crecimiento y fueron sembraron en medio de cultivo Stonebrink, se incubo
durante un minimo de ocho semanas a 37 °C. Los cultivos fueron examinados
macroscopicamente a intervalos semanales durante el periodo de incubaciéon para

observar crecimiento.

Analisis genético

El analisis genético, extraccion de ADN vy la identificacion molecular se realizo

en Laboratory National Veterinary Services Laboratories.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé directamente de los aislados microbiologicos
de las muestras clinicas bajo condiciones de BSL3. La extraccion de ADN se realizo
utilizando 500 mg de la masa bacilar homogenizados con 100 pL solucién de lisis
(10mM Tris-HCI [pH 8.3], 2mM MgCl,, 50 mM KCl). Y se siguid el siguiente

procedimiento: Incubar a 15 min a 95° C, centrifugar 10 min a 6000 rpm, transferir



sobrenadante a tubo limpio y etiquetado, posteriormente se almacen6 a -20 °C hasta
su posterior analisis (Marcos et al. 1999). La calidad y cantidad del ADN se evaluo
por electroforesis en geles de agarosa al 1.4% a 100 mV por 20 min tefiidos con

Gelstar ®.

Identificacion molecular de M. bovis

Las muestras de ADN obtenidas de aislados clinicos se identificaron
mediante la amplificacion de una regién del operén mece-3, el cual permite
diferenciar entre M. tuberculosis y M. bovis. Para lo cual se realiz6 una PCR
multiplex con tres cebadores en un volumen total de 25 pL, la cual consiste de 2.5
pL de ADN, 25 pmol de cada primer, 200 mM de cada dNTPs, 1.5 U de Tag ADN
polimerasa, 10 mM Tris—HCI (pH 8.0), 50 mM KCIl, 1.5 mM MgCl, y 0.01% (w/v)
gelatina. El perfil de temperatura fue de un ciclo de 94 °C x 5 min, seguido de 30
ciclos, de 94 °C x1 min, 52.3 °C x 1.5 min, y 72 °C x 1 min y un ciclo final de 72 °C
x 5 min. La calidad y cantidad de los productos amplificados se evalud en geles de
agarosa al 1.4% a 100 mV por 20 min tefiidos con Gelstar®. Si la cepa se identifico
como M. tuberculosis amplifico un producto de 337 pb, mientras que M. bovis
amplifico un producto de 168 pb (Bakshi et al. 2005). Se incluy6 en todas las PCRs
la cepa H37Rv de M. tuberculosis, M. bovis ANS5 y M. bovis BCG como controles
positivos y como control negativo agua nanopura grado molecular. Los datos de
identificacion molecular se compararon con los resultados obtenidos del cultivo

microbiologico.



Secuenciacion de Genoma Completo

La secuenciaciéon de los genomas correspondientes se llevé a cabo en
Diagnostic Bacteriology Laboratory National Veterinary Services Laboratories con
el sistema MiSeq (Illumina, San Diego, California, USA) por el método de
secuenciacion tipo Paired-End (PE) de Illumina. Se prepararon las muestras de ADN
de acuerdo con el sistema MiSeq, descrito por el fabricante. Se utilizé 2ng de ADN
gendémico para la preparacion de la muestra. Se realizo la fragmentacion y se
procedié a etiquetar el ADN genémico mediante un proceso llamado Tagmentacion,
por el kit de Nextera XT. Se realizd el aislamiento de ADN por el kit AMPure XP
beads. Posteriormente se normaliz6 la libreria gendomica y se secuencio por MiSeq de
[llumina con el método Paired-End y se amplifico por puenteo, haciendo una corrida

de 2 x 150 pb.

Ensamble y alineamiento

Una vez obtenidas las lecturas de las secuencias se utilizé el programa FasQ,
el cual analiz6 la calidad de la secuenciacion, para posteriormente proceder al
ensamble del ADN el cual se realizé el mediante el programa A5 que utiliza un
comando de trimmomatic para las secuencias de illimuna, al cual se le incluy6é un
pardmetro de calidad minima de 20 y para secuencias de longitud minima de 50pb,
para el andlisis métrico del ensamblaje se utilizd el programa QUAST.
Posteriormente el genoma se alineo al genoma de referencia AF2122/97, mediante la

aplicacion de programa Contiguator (servidor en linea). A las secuencias ordenadas



se les realiz6 una anotacién de funcion mediante el programa RAST on line, de

donde se extrajeron las secuencias de los genes de interés.

Analisis de mutaciones

Una vez obtenidas las secuencias de los genes de interés (Tabla X, XI, XII), se
realizd la alineacidn, el analisis de los nucledtidos y traducciéon a aminoécidos
mediante el programa Mega version 6 (Tamura et al. 2013). Del andlisis de
nucledtidos se obtuvo la posicion del cambio de la base nucleotidica, para
posteriormente traducir la secuencia a aminoacidos, para identificar las mutaciones
sindnimas, no sindnimas y deleciones, posteriormente se determiné la frecuencia de
aparicion de cada una de ellas, en comparacion con las secuencias respectivas a cada

gen con las cepas de referencia M. tuberculosis H37Rv y M. bovis AD2122/97.



Tabla X. Farmacos y genes asociados a farmacorresistencia a drogas de primera

linea y mutaciones compensatorias.

Farmaco Gen Descripcion del gen Gen ID* Tagll? no
Rv0340 Proteina Hipotética 886514 540
moaRIl  Regulador transcripsional 888825 870
PPE49  Familia de proteina PPE 1093107 1176
Et?lf:“Tb];‘)“’l manB  Fosfamanomutasa 1093988 1398
embA  Indoliacetilinositol arabinosiltransferasa 1093655 3285
embB  Indoliacetilinositol arabinosiltransferasa 1093651 3297
embC  Indoliacetilinositol arabinosiltransferasa 1093216 3285
rrs Ribosomal RNA 16s 1090640 1537
Estreptomicina , .
(STR) rpsL 308 proteina ribosomal S12 1091822 375
gidB 16S rRNA metiltransferasa 1093956 675
L. . pncA  Pirazinamidasa 1094126 560
Plriz;l;aAl;nda rpsA 30S proteina ribosomal S1 1092593 1446
panD  Aspartato alfa-descarboxilasa 1093290 420
fbpC  Antigeno secretado 85-C FbpC 1090815 1023
Inid .Gen'mcliumble a proteina iniA por 1091225 1923
isoniazida
IniC .Gen'mcliumble a proteina iniC por 1091229 1482
isoniazida
fabG1l  3-oxoacil-ACP reductasa 1092376 744
Inh4  Enoyl-ACP reductasa 1092377 810
RvI592¢ Proteina hipotética 886287 1341
ndh NADH -deshidrogenasa 1093011 1392
Isoniacida katG Catalasa-peroxidasa-peroxinitritasa T 1093267 2923
(INH) KATG
Jurd Proteina de regulacion captacion de hierro 1093308 453
srmR  Proteina hipotética 888624 1245
fabD  S-maloniltransferasa 1091405 909
kasA  3-oxoacil-ACP sintetasa 1091409 1251
aceD6 Acetll.-/proploml-CoA carboxilasa 1091411 1422
subunidad beta
ahpC  Alkil hidroperéxido reductasa 1094259 588
efpA Proteina EfpA de eflujo de la membrana 1092238 1593
fadE24  Acil-CoA deshidrogenasa 1093471 1407
nat Arilamina acetilasa 1093447 852
) . rpoB DNA- RNA polimerasa subunidad beta 1091804 3519
leﬁ(lglpl:)c mna rpoA  DNA- RNA polimerasa subunidad alfa 32288725 1044
rpoC ~ DNA- RNA polimerasa subunidad beta 1091805 3950

*Tomado de National Center for Biotechnology (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pb: pares de bases.




Tabla XI. Farmacos y genes asociados a farmacorresistencia a drogas de

segunda linea.

Farmaco Gen Descripcion del gen Gen ID Tamaiio pb
rrs Ribosomal RNA 16s 1090640 1537
16S/23S rRNA
Kanamicina (KAN) tlyA (cytidine-2'-0)- 1092670 806
Amikacina (AMK) methyltransferase TlyA
Capreomicina (CAP) thyA Timidilato sintetasa 1091588 792
eis Enhgnced 1ntr‘acel.1ular 32786825 1227
survival protein eis
fabGl 3-oxoacil-ACP reductasa 1092376 744
Etionamida (ETO) inhA Enoyl-ACP reductasa 1092377 810
eth4 Monooxigenasa ETHA 1093885 1470
Fluroquinolonas gyrd DNA girasa subunidad A 1090748 2517
(FQ) gVrB DNA girasa subunidad B 1090747 2145

*Tomado de National Center for Biotechnology (https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/) pb: pares de bases.




Tabla XII. Genes de bombas de eflujo asociados a farmacorresistencia

ke 1 %k n
Gen  *Descripcion del gen ’Eﬂujo de Reigulada POT «Gen ID Tamafio
farmacos farmacos pb
Transportador de eflujo de INH, RIF,
RvI258¢ miltiples farmacos EMB, OFL, INH, RIF, OFL 887056 1260
Proteina a integral de la
Rvi410c membrana transporte de INH, RIF 886709 1557
aminoglucoésidos /
tetraciclina
Rvi747 AABC transportador, proteina INH 885311 2598
de unioén al ATP/permeasa
Transportador de vit B12,
bacA  proteina de union al ATP INH, RIF 885539 1920
BacA
Rv3239c Proteina trasportadora RIF 888856 3147
transmembrana
Proteina transportadora ABC
drr4  Drra daunorubicina-DIM- STR, EMB, 1092145 996
-, RIF, TET
transporte de uniéon a ATP
Resistencia a multiples
emrB  farmacos de proteina de RIF 1092529 1623
eflujo de membrana integral
Resistencia a multiples
mmr  farmacos de proteina de ERY INH, EMB 1093511 324

eflujo de membrana integral

*Tomado de National Center for Biotechnology (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/);
pb: pares de bases. ERY: Eritromicina.




Resultados

Aislados microbioldgicos

Ganado bovino

De las 170 muestras con resultado de micobacteriosis compatible, se logro
obtener el 92.3% (157) aislados microbiologicos, de los cuales el 99.4% (155) se
identifico molecularmente M. bovis, y en un caso se obtuvo crecimiento mixto
identificandose Mycobacterium bovis y Mycobacterium fortuitum (M. farcinogenes

0 M. senegalense).

Humanos

De los 27 aislados microbiologicos enviados para su recultivo solo se logrd
obtener crecimiento en el 63% (17), de los cuales el 100% (17), se identifico

molecularmente como M. bovis (Laniado-Laborin et al. 2014).

Secuenciacion de genoma completo

Se obtuvieron 172 Secuencias de Genoma Completo de aislados
microbiologicos de M. bovis. 155 (90 %) provenientes de ganado bovino y 17 (10%)
de humanos. De las 45 muestras restantes en dos no se logré ralizar el ensamble
debido a baja calidad de la secuenciacion y las restantes no se secuenciaron debido a
la falta de crecimiento en el medio de cultivo. La profundidad media de cobertura fue

94X con un rango de 51 - 150X .



Mutaciones identificadas en comparacion con la cepa M. tuberculosis H37Rv 'y
M. bovis AF2122/97

En total se analizaron 47 genes, 33 asociados a resistencia a farmacos de
primera linea, seis asociados a resistencia a farmacos de segunda linea y ocho

asociados al eflujo de farmacos. Para todos los genes se analizaron 172 secuencias.

Al comparar los 172 genomas de M. bovis con la cepa de referencia M.
tuberculosis H37Rv se detectaron 33 genes con mutaciones, mientras que al
comparar los genomas con la cepa de referencia M.bovis AF2122/97 se detectaron 29
genes con mutaciones. De estos, 20/33 genes estan asociados a resistencia a farmacos
de primera linea y se observaron mutaciones en todos al compararlos con la cepa M.
tuberculosis H37Rv en donde se observd un total de 47 mutaciones, de las cuales el
53% son mutaciones no sinénimas y el restante mutaciones sindénimas. Sin embargo,
al comparar con la cepa de referencia M. bovis AF2122/97, solo se identificaron
mutaciones en 17 de los 20 genes asociados a resistencia a farmacos de primera linea
con un total de 31 mutaciones, de las cuales, el 54% presentd mutaciones no

sinénimas y el resto mutaciones sindnimas (Tabla XIII y Anexo 1).

Con respecto a los seis genes analizados asociados a resistencia a farmacos de
segunda linea, se observaron mutaciones en cinco genes al comparar con M.
tuberculosis H37Rv y M. bovis AF2122/9. Con respecto a M. tuberculosis se

observaron 17 mutaciones, de las cuales el 82% son no sindnimas, mientras que al



comparar con M. bovis , se observaron ocho mutaciones, las cuales todas son no

sinébnimas (Tabla XIV, Anexol).

Con respecto a los ocho genes asociados al eflujo de farmacos, al comparar
con M. tuberculosis H37Rv se detectaron mutaciones en todos los genes dando un
total de 15 mutaciones, de las cuales el 46.6% son no sinénimas. Al comparar con M.
bovis AF2122/97, se detectaron mutaciones solo en siete genes, dando un total de 10

mutaciones, de las cuales el 60% son no sinénimas (Tabla XV y Anexo 1).

En total se observaron 16 mutaciones no sindnimas presentes en el 100% de
los genomas analizados, al comparar con M. tuberculosis, de las cuales se
presentaron ocho mutaciones en siete genes asociados a resistencia a farmacos de
primera linea (pncA, rpsA, PPE49, embC, iniA, RvI592c y katG), seis mutaciones en
dos genes asociados a resistencia a firmacos de segunda linea (gyr4 y gyrB) y dos
mutaciones en dos genes asociados a bombas de eflujo de farmacos (bacA y ddrA)
las cuales se describen a posteriormente (se resaltaran en negritas), asi como las
demds mutaciones no sindénimas observadas (Tabla XIII-XV). Las mutaciones

sindnimas observadas se encuentran en el Anexo 1.



Mutaciones en genes relacionados con resistencia a farmacos de primera linea

En esta seccion solo se describen las mutaciones no sindnimas identificadas al
comprarse con los genomas de las cepas de referencia M. tuberculosis H37Rv 'y M.

bovis AF2122/97.

Pirazinamida

Los tres genes analizados pncA, panD y rpsA que confieren resistencia a PZA
presentaron mutaciones no sinénimas con respecto a M. tuberculosis y solo pncA'y

panD con respecto a M. bovis.

En el gen pncA se reportan dos mutaciones con respecto a M. tuberculosis. El
100% de los genomas presentan la mutacion H57D, la cual es caracteristica del
genoma de M. bovis. Esta mutacion inactiva a la enzima pirazinamidasa generando
resistencia a PZA (Scorpio & Zhang 1996; Zhang & Mitchison 2003; Said Fernandez
et al. 2005). La segunda mutacion G162S se observo con respecto a M. tuberculosis
H37Rv y M. bovis, y ésta ha sido reportada anteriormente en aislados de M.
tuberculosis (Mitarai et al. 2012). Esta mutacion no se presentd en genomas de M.

bovis aislados de humanos.

En el gen panD, se observd la mutacion S8A con respecto a M. tuberculosis y

M. bovis. Esta mutacion se reporta por primera vez en este estudio y se observo en el



32.8% de los genomas de ganado lechero, en 11.5% de los genomas de ganado de

carne y en el 29.4% de los genomas de humanos.

En el gen rpsA, se observa la mutacion A440T en el 100% de los genomas,
solo con respecto a M. tuberculosis, debido que en M. bovis esta mutacion es
considerada como un polimorfismo entre estas dos especies (Tan et al. 2014) (Tabla

XIII).

Estreptomicina

Para el farmaco STR, solo dos de los tres genes analizados presentaron
mutaciones con respecto a M. tuberculosis y M. bovis las cuales se reportan por
primera vez en este estudio y se describen a continuacion. El gen rrs se presento la
mutacion C2F la cual se observé en el 4.6% de los genomas de ganado lechero y en
el 4.6% de los genomas provenientes de ganado de carne. El gen gidB presenta la
mutaciéon P29L, presente en el 3.8% de los genomas de bovinos de carne.
Interesantemente, en el gen rpsL de importancia para la resistencia a STR no se

presentaron mutaciones.

Rifampicina

Para el farmaco RIF, solo dos de los tres genes analizados presentaron
mutaciones con respecto a M. tuberculosis y M. bovis las cuales se reportan por
primera vez en este estudio. El gen rpoA presentd la mutacion E91G en el 12.4% de

ganado lechero, 7.6% en aislados de bovinos de carne y 29.4% en genomas aislados



de humano El gen rpoC presentd la mutacion A724V observada en el 2.3% de
genomas provenientes de ganado lechero (Tabla XII). En el gen rpoB, con relevancia

para resistencia a RIF solo se observaron mutaciones sindnimas (Tabla XVI).

Isoniacida

Para INH se observaron mutaciones no sinénimas en cinco de los 17 genes
analizados. Para el gen Rv/592c, katG e iniA se observaron mutaciones en el 100%
de los genomas solo al comprarse con M. tuberculosis. Las mutaciones reportados
son 1322V Rvi592¢, (Ramswamy et al., 2003:), R463L katG, (Brossier et al. 2006)

N88S y H481Q (iniA reportadas por primera vez en este estudio) (Tabla XIII).

En el gen srmR se observd la mutacion A3563T con respecto a M.
tuberculosis y M. bovis AF2122/97, la cual solo se identificd en un genoma aislado

de bovino de leche, esta mutacion no se ha reportado anteriormente (Tabla XIII).

Para el gen nat se observo la mutacion L41P en comparaciéon con M.
tuberculosis y M. bovis y solo se present6 en el 2.3% de los genomas provenientes

de bovino de leche y es reportada por primera vez en este estudio (Tabla XIII).



Etambutol

Para ETB se observaron mutaciones en tres (embC, embA, PPE49) de los
siete genes analizados. El gen embC fue el que presentd el mayor nimero de

mutaciones, cinco en comparacion con M. tuberculosis y cuatro con M.bovis.

La mutacion T2701 embC (Sreevatsan et al. 1997c) y la A38V PPE49,
reportada por primera vez en este estudio) se presentaron el 100% de los genomas
solo en comparacion con M. tuberculosis. Las mutaciones R927H embA, W356R
embC y T10361 embC, se presentaron en el 4% de los genomas provenientes de
ganado lechero y la mutacion M579L embC se observo en 7.6% de los genomas

provenientes de bovinos de carne (Tabla XIII).

En el gen embA, se identificaron tres mutaciones en comparacion con ambas
cepas de referencia, estas se observaron en el 4% de los genomas provenientes de
ganado lechero, las cuales son P958Q embA, F44S embA, V290A embA y se reportan

por primera vez en este estudio (Tabla XIII).



Tabla XIII. Mutaciones no sinénimas y frecuencia en genes asociados a
resistencia a farmacos de primera linea en comparacion con la cepa de
referencia M. tuberculosis H37Rv y M. bovis AF2122/97.

Firmaco Gen Mutaciones no % Bovinos % Bovinos = Humanos Reportada
Si® (Scorpio, y
£ 5
H57D 100 100 100 Zhang. 1996).
pncA S (Mitarai
i" (Mitarai.
PZA G162S 19.5 11.5 - etal., 2012)
panD S8A 32.8 15.3 29.4 No
Si (Tan et al.
% 9
rpsA A440T 100 100 100 2014)
STR r:rs C2F 4.6 7.6 - No
gidB P29L - 3.8 - No
PPE49 A38V* 100 100 100 No
P958Q 2.3 - - No
embA F44S 0.78 - - No
V290A 0.78 - - No
Si (Goude et
%
ETB T2701 100 100 100 al.. 2009)
R927H 1.5 - - No
embC W356R 1.5 - - No
MS79L - 7.6 - No
T1036I 0.78 - - No
i nid N88S* 100 100 100 No
n
e H481Q* 100 100 100 No
Si (Coker et
k
Rv1592c 1322V 100 100 100 al., 2016)
R284W** 78 7.6 5.8 No
wdh W284R*** 99% 92% 94%
INH R231Q 1.5 - - No
Q345R 1.5 - - No
V73A - 7.6 - No
katG Si (Van Doorn
k
R463L 100 100 100 etal. 2001)
srmR A353T 0.78 - - No
nat L41P 2.3 - - No
A E91G 12.4 7.6 29.4 No
RIF PO K213R 0.78 - - No
rpoC AT724V 2.3 - - No

* Mutaciones que no se presentaron al comparar los aislados con la cepa de referencia M. bovis
AF2122/97. * * Mutacion que solo se presentd en compararcion con la con la cepa de referencia M.
bovis AF2122/97.%** Mutacion que solo se presentd en comparacion con la cepa de referencia M.
tuberculosis H37Rv. Sombreado en gris: mutacion en el mismo codon con diferentes cambios segun la
comparacion con las cepas de referencia. - : no se reportan mutaciones

R Resistente, * No se ha comprobado causa farmacoresistencia para PZA.



Mutaciones en genes relacionados a resistencia a farmacos de segunda linea

Kanamicina, Amikacina

Para estos farmacos se analizaron tres genes de los cuales solo se observaron

mutaciones en dos (eis y 77s).

En el gen eis se observaron cuatro mutaciones, presentes al comparar ambas
cepas de referencia. La mutacion T76A, se observd en el 97% de genomas de
bovinos de leche, 100% en bovinos de carne y humanos. La mutaciéon R173S se
observo solo en un genoma de bovino de leche. La mutacion P226A se observo en el
5.4% de genomas de bovinos de leche y 15.3% en bovinos de carne. Por ultimo, la
mutacion R359W se observo solo en un genoma proveniente de ganado de carne.
Estas cuatro mutaciones no se han reportado anteriormente (Tabla XIV). El gen rrs

de describi6 anteriormente en el farmaco STR.

Capreomicina
En el gen tly4 se observo solo la mutacion V32A presente al comparar ambas
cepas de referencia, observada solo en un genoma proveniente de ganado lechero

(Tabla XIV).

Etionamida

Se analizaron tres genes, de los cuales solo ethA presentd una mutacion

P484S, en comparacién con ambas cepas de referencia. Esta mutacion se reporta en



el 1.5% de los genomas de ganado lechero, la cual es reportado por primera vez en

este estudio. (Tabla XIV).

Fluorquinolonas

Para este fArmaco los dos genes analizados presentaron mutaciones (gyr4 y
gyrB). En el gen gyrd se observaron cinco mutaciones al comparar con M.
tuberculosis, cuatro se presentaron en todos los genomas, E21Q gyrA, ((Devasia et al.,
2012), S95T gyrd, (Lau et al. 2011) G668D gyrd (Lau et al. 2011)y G369A gyrA
reportada por primera vez en este estudio. La mutacion A132V gyrA, se presentd al
comparar ambas cepas de referencia en un genoma proveniente de ganado de

lechero, y no se ha reportado anteriormente (Tabla XIV).

En gyrB, se presentaron tres mutaciones, dos presentes en todos los genomas
al comprar con M. tuberculosis, A248S gyrB y A442S gyrB, las cuales no han sido
reportadas anteriormente. La mutacion A227P gyrB se presentd al comparar ambas
cepas de referencia, se observo en un genoma proveniente de ganado de leche, la cual

es reportada por primera vez en este estudio. (Tabla XIV).



Tabla XIV. Mutaciones no sinonimas y frecuencia en genes asociados a resistencia a fairmacos de segunda linea en comparacion
con la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv y M. bovis AF212297

Firmaco | Gen Mu.tafi(fnes % Bovino de leche | % Bovinos de carne | % Humanos | Reportada
no sinonimas (129) (26) a7
ETO ethA P484S 1.5 - - No
AT6T** 3.1 - - No
T76A*** 97 100 100
AMK, KAN | eis R173S 0.78 - - No
P226A 54 15.3 - No
R359W - 3.8 - No
CAP tlyA V32A 0.78 - - No
100 100 Si (Devasia et
E21Q* 100 al., 2012)
100 100 Si (Devasia et
S95T* 100 al., 2012)
g [ pe3oax 100 100 100 No
FLQ G668D* 10 100 109 Sla(ll.?ezxz)als;)1 )
A132V 0.78 . i No
A248S * 100 100 100 No
gyrB A442S8* 100 100 100 No
A277P 0.78 - 5.8 No

* Mutaciones que no se presentaron al comparar los aislados con la cepa de referencia M. bovis AF2122/97.

* * Mutacion en comparacion con la con la cepa de referencia M. bovis AF2122/97.

*#* Mutacion en comparacion con la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv

Sombreado en gris: mutacion en el mismo codon con diferentes cambios segiin la comparacion con las cepas de referencia
—: No hay mutaciones.

1011



Mutaciones en genes asociados a bombas de eflujo de farmacos

De ocho genes analizados se observaron mutaciones en seis genes (Rv/258c,
bacA, Rv3239c, emrB, mmry ddrA) al ser comparados con M. tuberculosis y cuatro
con M. bovis (Rvi258¢c, Rv3239c, emrB, mmr). Las mutaciones V191A Rv3239c,
R1010I Rv3239c, L328V emrB L178F emrB y M86l mmr, se observaron al
comparar ambas cepas de referencia, las cuales se observaron en el 10% de los
genomas provenientes de ganado lechero, las mutaciones anteriormente escritas se
reportan por primera vez en este estudio. Las mutaciones 1603V bacA y H309D
ddrA, se presentaron en todos los genomas al comparar con M. tuberculosis. (XV).
Por ultimo, la mutacion G274A RvI258c, se presentd en comparacion con ambas
cepas de referencia, en el 7.6% de los genomas de bovinos de carne, esta mutacion

no se ha reportado anteriormente (XV).



Tabla XV. Mutaciones no sindnimas y frecuencia en genes asociados a bombas de eflujo en comparacion con la cepa de
referencia M. tuberculosis H37Rv y M.bovis AF212297

Farmaco Gen Mutaciones no | %eBovinos lecheros | % Bovinos de Carne | %Humanos | Reportada
sinénimas (129) (26) amn
INH, RIF, EMB | Rv1258¢ G274A - 7.6 - No
INH, RIF bacA 1603V * 100 100 100 No
VI91A 1.5 - 5.8 No
RIF Rv3239c¢
R1010I 1.5 N - No
ddrA H309D* 100 100 100 No
2.6 N - No
RIF emrB L328V
L178F 3.1 - - No
INH, EMB mmr M861 1.5 - - No

* Mutaciones que no se presentaron al comparar los aislados con la cepa de referencia M. bovis AF2122/97.
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Tabla XVI. Relacion de aislados con mutaciones en genes asociados a resistencia en fairmacos de primera linea.

Farmaco

Gen

Mutaciéon
N/C

Bovinos de leche

Bovinos de Carne

Humanos

Reportada

Sensibilidad

PZA

pncA

C169G/ H57D

(129)

(26)

an

Si

Resistente

G484A/ G162S

TB-50, TB-77, TB-81,
TB-83,TB-84, TB-85,
TB-97, TB-99, TB-
102, TB-104, TB-105,
TB-121, TB-122, TB-
127, TB-142, TB-
143,TB-147, TB-151,
TB-162, TB-163-TB-
167, TB-169, TB-170,
TB-186, TB-188, TB-
191, TB-192,

TB-50, TB-98, TB-
143

Si

Desconocida

panD

T22G/S8A

TB-21, TB-30,TB-
44,TB-50, TB-53, TB-
76, TB-77, TB-81,
TB-82, TB-83, TB-84,
TB-85, TB-90, TB-91,
TB-97, TB-102, TB-
104, TB-105, TB-
112, TB-121, TB-
122, TB-125, TB-127,
TB-138, TB-139, TB-
142,TB-143,TB-144
TB-147 TB-148 TB-
151 TB-153 TB-162
TB-163 TB-167 TB-
168 TB-169 TB-170
TB-177 TB-186,TB-
189 TB-191, TB-192,

TB-21, TB-44, TB-
50, TB-143

11-C329RM,
12-C335RM,
12-C337RM,
12-C345RM,
14-
HGTIJ358RS
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TB-196 TB-202,
TB205

rpsA | GI318A/ A440T * * * Si Sensible
TB-80, TB-124, TB-
- GST/C2F 109, TB-120, TB- TB-03, TB-04 ;
145, TB-146
C86T/P2OL TB-32 - -
STR gidB
A615G/A205A * * *
T3225C/ A1075A * * *
rpoB
C2709T/ D903D TB-149
TB-30, TB-53, TB-76, 11-C329RM,
TB-82. TB-90, TB-91, 12-C335RM,
TB-125 TB-138, TB-, 12-C337RM,
RIF G273T/E9IK 130.TB-144, TB-148, | 1 B-21, TB-44 12-C345RM,
o TB-153, TB-189, TB- 14-
196, TB-202, TB-205 HGTJ358RS
A638G/K213R TB-165
T633G/A211A TB-204
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TB-147, TB167,

rpoc C2171T/A724V sl
C192T/ G64G TB'119979, TT?B- 129086 TB-
Rv0340 , TB-
Cl13T/ A38V .
e TB-197, TB-198, TB
T795C/ A265A R
C988T/ T329T .
embd | C2873A/P9ssQ | 1B19T: 339-198, TB-
T131C/ F44S TB-76
T869C/ V290A TB-132
C351T/ V117V .
embB
A1133C/ A338A .
%k
ETB A417G/ L139L
embC C809T/ T2701 *
C2781T/ R927H .
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C3108T/ T10361 TB-191
G1614A/ L538L i TB-32
A1735C/M579L i TB-36,TB-37 i
T1066C/ W356R | TB-118, TB-119
G2780A/ R927H TB-164, TB-166
C3107T/ T10361 TB-191
C3108T/T1036T . * .
A263G/ N88S . * ]
inid | T1443G/H481Q " * ]
A636G/ E212E TB-164, TB-166
A963G- A964G/ . . .
1322V
Rv1592c
GoOn) P20D TB—119979,’1:FI?3—_129086 TB- ] _
ndh T8SOC/W284R | 0070 €Xepto: TB-180, 1 g o epto: TB-47 | 2470 exepto:

TB-178,

12-C343RM
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INH

C850T/R284W TB-180, TB-178, TB-47 12-C343RM
G692A/R231Q TB-179 - -
A1304G/Q435R TB-148, TB204 - -
C87A/P29P * * *
C609T/ T203T * * *
katG C1388T/ R463L * * * Si Sensible
T218C/ V73A - TB-36, TB-37
G324A/R78R TB-103 - -
G336T/ V112V * * *
srmR
G1057A/ A353T TB-112
fabD C657T/ A219A TB-105
kasA G1047A/ A349A TB-78 - 12-C343
accD6 T600C/ D200D * * *
nat T122C/ L41P - -

TB132, TB-134, TB-
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184

N/C: Posiciéon nucleotidica/Codon, *: Se presentd la mutacion en el 100% de los genomas. Nota: Todas las mutaciones que se observaron
en el 100% de los genomas solo se presentaron al comparar con la cepa M. tuberculosis H37Rv y al comparar con M. bovis AF2122/97 no
se presentaron.
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Tabla XVII. Relacion de aislados con mutaciones en genes asociados a resistencia a farmacos de segunda linea.

. Mutacién Bovinos de leche Bovinos de Carne | Humanos -
Farmaco Gen N/C (129) (26) a7 Reportada | Sensibilidad
ETO ethA C1452T/ P484S TB-164, TB-166
C1075T/ R359W TB-01
TB-46, TB78, TB-79,
C376G/ P226A | TB-129, TB-136, TB- iﬁg 33533’ *
141, TB-178 ’
AMK
? AS519C/R173S TB -196 - -
KAN o9
Excepto:TB-197, TB- N .
A336G/TT6A 198, TB-199, TB-200
eis
TB-197, TB-198, TB-
G336A/A76T 199, TB-200 - -
A33G/L11L * %* %
CAP tiyA
T95C/V32A TB-179 - -
*
G61C/E21Q * * Si
FLQ gyrA
G284C/S95T * * * Si
C1440T/R495R * * *
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A1916C/D639A

G2003A/ G668D

Si

C395T/ A132V

gyrB

G630A/V210V

C1284T/A428S

G1324T/A442/S

G829C/A227P

TB-78

12_C342RM

*: Se presentd la mutacion en el 100% de los genomas. Nota: Todas las mutaciones que se observaron en el 100% de los genomas solo se

presentaron al comparar con la cepa M. tuberculosis H37Rv 'y al comparar con M. bovis AF2122/97 no se presentaron.
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Tabla XVIII. Relacion de aislados con mutaciones en genes asociados a Bombas de eflujo

Férma Mutacion Bovinos de leche Bovinos de Humanos
co G N/C (129) Carne an
en 26)
INH,
RIF, RvI258¢ G821C/ G274A - TB-03, TB-04 -
EMB
INH,
RIF, OFL RvI410c C1260A/ G420G TB-98 - -
G2331T/ S777S * * *
INH Rv1747c
C318T/H106H TB-105
C1539T/Y513Y - TB-32 -
INH, RIF bacA
A1807G/1603V * * *
T572C/VI91A TB-53, TB-125 - 14-HGTJ358RS
RIF Rv3239¢ Excepto: TB-36, TB-37,
C1659T/Y553Y TB-78, TB-164, TB-166, i

TB-197, TB-198, TB-199,
TB-200, 12_C343
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S2622G/ L874L

G3029T/R10101 TB-111
ddrA C925G/H309D *
C720T-C721T/ .
G240G
RIF emrB T982G/L328V | TB-115, TB-117, TB-126
C532T/ L178F TB-197, TTI;'_%% TB-199,
INH,EM | mmr G258A/ M861 TB-148, TB-177

*: Se presento la mutacion en el 100% de los genomas. No existen reportes anteriores de estas mutaciones. Nota: Todas las mutaciones que
se observaron en el 100% de los genomas solo se presentaron al comparar con la cepa M. tuberculosis H37Rv y al comparar con M. bovis

AF2122/97 no se presentaron.



Haplotipos de mutaciones

Se realizo un andlisis de haplotipos en los 172 aislados de M. bovis basados en
los genes que presentaron mutaciones no sinéonimas en comparacion con M. tuberculosis
H37Rvy M. bovis AF2122/97. Se obtuvo un total de 36 haplotipos al comparar ambas

cepas de referencia y se les asign6 el nimero de haplotipo de mayor a menor frecuencia.

Frecuencia y relacion de los Haplotipos con espoligotipos

El haplotipo 1, se mostré como el mas frecuente (44%)), el cual se presentd tanto
en aislados de ganado lechero (42%), ganado de carne (42%) y humanos (58.8%). En
este haplotipo se presentaron cuatro diferentes patrones de espoligotipo (SB0145,
SB0162, SB1760, SB2468). En comparacion con la cepa de referencia M.tuberculosis
presentd las 16 mutaciones anteriormente descritas presentes en todos los genomas de
analizados y las mutaciones W248R ndh y T76A eis. En comparacion con la cepa de

referencia M. bovis AF2122/97 este haplotipo no presentdé mutaciones.

En las siguientes descripciones de los haplotipos no se detallan las mutaciones

que porta cada uno (Tabla XXII).

En los haplotipos 2 y 3 con una frecuencia del 14% y 10%, respectivamente solo

se observd el patron de espoligotipo SB1040. El haplotipo 2 fue representado en su
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mayoria por ganado lechero (13%), y con menor frecuencia por ganado de carne (1%).
El haplotipo 3 fue representado por aislados provenientes tanto de ganado lechero

(6.4%), como de ganado de carne (11.6%) y de humanos (2.3%).

El haplotipo 4, con una frecuencia del 5%, se present6 en ganado lechero (3%) y
ganado de carne (2%), en donde se observaron dos patrones de espoligotipos SB0145 y

SB1040, en donde el mas predominante fue el SB0145 (4%).

Los haplotipos 5, 6 y 7 con una frecuencia del 3%, 1.7% y 1.7%, respectivamente
fueron representados por ganado lechero (11%), el haplotipo 9 con una frecuencia del
1%, se represento por un aislado proveniente de ganado lechero y un aislado proveniente
de ganado de carne, el haplotipo 10, con una frecuencia del 1% fue representado por
aislados provenientes de ganado lechero (1%), el haplotipo 12 con una frecuencia del
1%, fue representado por aislados provenientes de ganado de carne (1 %). Los
haplotipos 19, 20, 22, 25, y 29, con una frecuencia del 0.6% cada uno, fueron
representados por un aislado proveniente de ganado lechero cada uno, el haplotipo 23
fue representado por un aislado proveniente de ganado de carne y el haplotipo 26 fue
representado por un aislado proveniente de humano. Todos los haplotipos descritos

anteriormente presentaron el patron de espoligotipo SB0145.
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El haplotipo 8 representado por ganado lechero (1.7%), se observo el patron de

espoligotipo SB1345, presente solo en este haplotipo.

El haplotipo 11, con una frecuencia de 1%, fue representado por aislados
provenientes de ganado de carne (1.7%), y se observo el espoligo SB0327 presente

unicamente en este haplotipo.

El haplotipo 13, con una frecuencia del 1%, fue representado por un aislado
proveniente de ganado lechero y un aislado proveniente de humano. Los haplotipos 17,
18,21, 24, 28, 31, 32, 33, 34 y 35 con una frecuencia de 0.6% cada uno fue representado
por aislados provenientes de ganado lechero. El haplotipo 16 él fue representado por un
aislado proveniente de ganado de carne. Los haplotipos descritos presentaron el patrén

de espoligo SB1040.

El haplotipo 14, con una frecuencia del 1%, fue representado por aislados
provenientes de ganado lechero (1%), y se observd el espoligo SB1758 presente

unicamente en este haplotipo.

Interesantemente el haplotipo 15, con una frecuencia del 1% fue el tnico que fue

representado por la combinacién de un aislado proveniente de ganado de carne y un
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aislado proveniente de humano con patron de espoligotipos distintos, el aislado
proveniente de ganado de carne fuel el tnico el presentar el patrén de espoligotipo
SB0986, el aislado proveniente de humano presento el patréon de espoligotipo SB0971,
al igual que el haplotipo 27, el cual esta representado por un aislado proveniente de

ganado lechero, solamente estos dos aislados presentaron este patron de espoligotipo.

Por ultimo el haplotipo 30, con una frecuencia del 0.6%, fue representado por un
aislado de ganado lechero y fue el unico aislado que presento el patron de espoligotipo

SB2469.
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