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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que afecta al hombre y a los animales,
producida por bacterias del género Mycobacterium, cuyas principales especies, desde el
punto de vista patogénico, son:

e M. tuberculosis. Causa la enfermedad principalmente en el hombre, al igual que
e M. africanum. (Variedades | y Il).

e M. microti. Afecta a roedores.

e M. bovis. Afecta principalmente a rumiantes domésticos y salvajes.

e M. avium. Infecta principalmente a aves, y también al cerdo.

Las cuatro primeras especies integran el llamado Complejo M. tuberculosis (Complejo
CMTB).

Se trata de bacilos aerobios, méviles, Gram +, alcohol-acido resistentes, no espo-
rulados, pero muy resistentes a factores adversos del medio ambiente, (desecacion, de-
terminados desinfectantes, etc.), debido al alto contenido en lipidos de su pared. Estas
caracteristicas condicionan la epidemiologia de la enfermedad, al facilitar la persistencia
de los bacilos en el medio (1).

La enfermedad se conoce desde las primeras civilizaciones. La primera referencia
sobre tuberculosis animal es la descripcion de Columela, en el afio 40, pero hasta el siglo
XIX no se relaciond con la “tisis” humana. Ya en 1797, Klenke vincul6 el consumo de leche
de vaca y la aparicién de lesiones. Gurlt (1831), Hering (1849), y Fuchs (1859), considera-
ron la tuberculosis vacuna esencialmente igual a la forma pulmonar humana. Villemin, en
1868, describio el caracter zoondtico de la tuberculosis al confirmar la transmisibilidad del
hombre a los animales y viceversa, y reproducir la enfermedad en conejos y cobayas tras la
inoculacion de material patégeno de procedencia humana y animal. Finalmente, en 1882,
Koch descubre el bacilo tuberculoso, demostrando la etiologia bacteriana de la enferme-
dad, y en 1890 desarroll6 la tuberculina para reaccién dérmica como medio diagndstico,
utilizada todavia en nuestros dias (2).

La tuberculosis en el mundo esta muy lejos de estar erradicada. En los animales de
abasto causa considerables pérdidas, a pesar de que la incidencia ha disminuido mucho
en los ultimos decenios, desde que se pusieron en marcha las campanas de saneamiento
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ganadero. En cuanto a la tuberculosis humana, sigue siendo un problema mundial de pri-
mera magnitud, que causa, segun la OMS, mas muertes que el tifus, el célera y la malaria
juntos (casi 2 millones de personas mueren anualmente); cada afio aparecen mas de 8 mi-
llones de nuevos casos (8,4 en 1999). En el mundo occidental el nimero de casos es muy
inferior al de los paises en desarrollo, aunque existe un resurgimiento en los paises indus-
trializados, debido a cambios en la estructura socio-poblacional, inmigracién, aumento de
los casos de infeccion de VIH, aparicion de resistencias a farmacos, e incluso por declive
de los programas de lucha y de las estructuras sanitarias (2).

En el caso de Espaia, la importancia es ain mayor, ya que es el segundo pais de la
UE con mayor incidencia, a niveles poco congruentes con su nivel de desarrollo. Se estima
que en Espafia aparecen cada afio entre 30 y 50 nuevos casos por cada 100.000 habitan-
tes (OMS), cifras sensiblemente superiores a las que arrojan las declaraciones oficiales.

La habilidad del género Mycobacterium para infectar uno o mas hospedadores hete-
rélogos, es decir, aquellos que, a priori no les corresponderian, hace de la tuberculosis en
cualquier especie animal una amenaza potencial para otras especies, incluido el hombre.
De hecho, la transmisibilidad de las infecciones tuberculosas a otras especies distintas del
hospedador “natural”, constituye uno de los problemas mas importantes en el control de
esta enfermedad (3), si bien son relativamente especificas de hospedador, de tal modo que
el poder para infectar heterélogamente es mucho menor, estando condicionado por otros
factores como hacinamiento, altas dosis infectivas, o inmunodepresion. Asi, M. bovis pue-
de afectar al hombre, al igual que M. tuberculosis a otras especies animales. (2). Ademas,
es fundamental el papel de los animales en la transmision de la tuberculosis al hombre y
viceversa, no sélo como transmisores directos, sino como reservorios, resultando una red
de interrelaciones interespecifica que complica mucho la epidemiologia de la tuberculosis,
y por tanto la lucha contra ella (Figura 1).

Por ultimo, es de destacar la pérdida de importancia relativa del ganado vacuno en la
transmisién de la enfermedad al hombre, ya que las campafas de lucha en esta especie
han disminuido mucho la prevalencia, ademas de haberse generalizado las medidas de hi-
giene y seguridad alimentaria en cuanto al consumo de leche fresca y derivados. Paralela-
mente, han adquirido mayor relevancia especies salvajes en contacto mas o menos directo
con los animales y el hombre, especialmente los cérvidos y el jabali, asi como el tejon en
determinados paises. De igual modo, ha cobrado gran importancia el ganado caprino, es-
pecie fundamental desde el punto de vista zoondético en Espana, y sobre todo en la Regidn
de Murcia, debido al censo, considerable y bastante disperso, y a la elevada casuistica de
tuberculosis, aunque sea relativamente reciente su estudio y consideracion. La tuberculo-
sis caprina ha sido ignorada y a menudo confundida con otros procesos respiratorios como
bronquitis verminosas o bronconeumonias, lo que hizo en algunas zonas albergar la falsa
idea de que la cabra era particularmente resistente al bacilo tuberculoso (4).
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2. MATERIAL Y METODOS

La revision bibliografica ha sido realizada mediante busqueda de articulos cientificos
en la base de datos de “MEDLINE”, a través del servidor “Pub-Med”. El término principal
con el que se inicié la busqueda fue “tuberculosis”. Los criterios de seleccion y busqueda
han sido: “Tuberculosis animal y humana”, “la enfermedad como zoonosis”, “Epidemiologia
de la tuberculosis”, “Transmisién interespecifica” , “La enfermedad en el ganado caprino”
y, finalmente, “Diagnostico”, especialmente, “Diagnostico Molecular”. Se desecharon los
articulos sobre casos clinicos, aspectos de la enfermedad puramente humanos, anatomia
patoldgica, tratamiento, etc., por considerarlos fuera de los objetivos basicos del presente
trabajo, relacionados mas bien con la transmisién entre hombres y animales y la epidemio-
logia molecular.

Para la busqueda de datos estadisticos oficiales relacionados con la incidencia de la
enfermedad en la poblacién humana espafola, se ha realizado la consulta de los articulos
cientificos relacionados publicados en el Boletin Epidemiolégico Semanal del Centro Na-
cional de Epidemiologia (Instituto de Salud Carlos lll, Ministerio de Sanidad y Consumo),
desde el afio 2000 al 2004. Ademas, se han consultado en dicho boletin los datos referen-
tes a nuevos casos de tuberculosis en Espana, que semanalmente se vuelcan y se incluyen
junto con los casos de otras enfermedades de declaracion obligatoria.

Por ultimo, consultando los libros sobre zoonosis, archivos bibliogréaficos, articulos
descatalogados, y tesis doctorales relacionadas con la tuberculosis en animales domés-
ticos, salvajes y como zoonosis, todo ello en la Facultad de Veterinaria de la Universidad
de Murcia.

En cuanto a la bibliografia encontrada por cada apartado estudiado, se han hallado
pocos trabajos relacionados con la zoonosis como tal, es decir, estudiando la transmisién
entre los animales y el hombre de M. bovis, habiendo sido necesario recurrir a bibliogra-
fia antigua, y curiosamente en un nimero parecido a aquellas que hacen referencia a la
misma transmision, pero de M. tuberculosis. En cambio, la literatura sobre epidemiologia
molecular y diagndstico por tipificacién es muy variada. No obstante, suelen tratar, bien la
transmisién entre especies animales, o bien de persona a persona, siendo mas escasos
los articulos que estudian la infeccién zoonética entre hombres y animales, demostrandola
mediante la identificacion de especie, variedad e incluso genotipo. Por lo que respecta al
estudio de las infecciones por M. bovis y de su variedad caprae, los trabajos son abun-

(9)
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dantes con animales, pero escasos en el caso de estudios en personas. Por Ultimo, en
cuanto al diagnéstico, utilizando técnicas genéticas o serologicas, también es muy grande
el numero de los que se dedican mas bien a estudiar la técnica en si, su sensibilidad y es-
pecificidad, pero menos los que aplican las técnicas a investigaciones experimentales con
obtencion de resultados.
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3. RESULTADOS

A) Epidemiologia de la Tuberculosis zoonética

El ganado vacuno se considera el verdadero hospedador de M. bovis. Sin embargo,
la enfermedad ha sido descrita en otras varias especies; asi, en Europa y Estados Unidos,
se ha podido aislar el bacilo en cerdos, gatos, perros, caballos y el hombre, asi como en
animales salvajes con ciclos ecolégicos cercanos al hombre y los animales domésticos,
tales como el ciervo, jabali, visén, tejon, bufalo, etc. (5).

El hombre adquiere la infeccion a partir del principal reservorio, el vacuno, con la via
digestiva como principal modo de transmision (consumo de leche y productos lacteos
crudos), y, en segundo término, por via aerégena. Se ha constatado infeccion por el bacilo
bovino en la mayor parte de los paises que tipifican las cepas causantes de tuberculosis
en el hombre. La incidencia de la tuberculosis pulmonar causada por dicho bacilo es mas
alta, como cabria esperar, en granjeros que en poblacion urbana. Varios estudios de algu-
nos paises sudamericanos indican que la infeccién humana por M. bovis es relativamente
frecuente, a pesar del habito extendido en esos paises de hervir la leche. Esto se explica
porque los productos lacteos son preparados frecuentemente con leche cruda o incorrec-
tamente pasterizada, y porque la enfermedad puede transmitirse al hombre a través de
otras vias, principalmente la inhalatoria. Ademas, se registran casos en América Latina de
tuberculosis pulmonar (si bien no suele estabularse el ganado), especialmente en el caso
de obreros rurales y de mataderos (6,7).

En un estudio epidemioldgico realizado por investigadores del Instituto Pasteur de
Lille, se analizaron casos de tuberculosis humana causados por M. bovis en 25 paises entre
los aflos 1954 y 1970, hallando valores comprendidos entre un 25.9% y un 0.09%. Mas
del 2% de los casos eran de origen pulmonar y algo mas del 9% de origen extrapulmonar,
lo cual concede mas importancia a la via digestiva que a la inhalatoria, al menos en esos
afos (Tabla 1) (8).

En estudios realizados en los Estados Unidos, se ha comprobado que la infeccion
por el bacilo bovino es infrecuente, y se da principalmente en personas de edades entre
50 y 80 afos, que fueron infectadas antes de la generalizacion de la tuberculinizacién del
ganado y de la pasterizacion de la leche (9). En otros trabajos desarrollados en Suecia y
Alemania, se investigd si el riesgo de la infeccién tuberculosa en personas estaba rela-

(11)——
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cionado con la prevalencia de infeccion en el ganado vacuno, hallandose que en efecto
existia tal relacién (10,11).

De acuerdo con Feldman (9), se puede concluir que M. bovis es todavia un impor-
tante agente patégeno para el hombre, a pesar de haber disminuido considerablemente
la incidencia de infeccién en el hombre, de manera paralela al descenso en el ganado
vacuno, que puede producir muchas formas de tuberculosis, predominando las formas
extrapulmonares, aunque también se presentan formas clasicas respiratorias, y que la vaca
lechera puede suponer una seria amenaza para la salud publica en ausencia de las medi-
das oportunas. Mucho mas recientemente, P. Martin y L. Ledn resaltan la baja prevalencia
de la enfermedad en el vacuno en Espafia, por la aplicacién de campafas de erradicacion.
Sin embargo, destacan la gran importancia en el ganado caprino, y el riesgo epidemiol6-
gico como posible fuente de infeccidn (2), coincidiendo con P. Acha (1), que afirma que las
cabras pueden constituir una fuente de infeccién, aunque secundaria al vacuno, para el
hombre. También que el hombre infectado por M. bovis y que padece la forma pulmonar o
urogenital, (las mas frecuentes), puede retransmitir la infeccién al bovino, especialmente en
las ultimas etapas de erradicacion de la tuberculosis bovina, cuando la prevalencia es ya
muy baja. Se sostiene que en paises donde disminuye el nivel de infeccién humana por M.
tuberculosis y no se controla adecuadamente la infeccion en el ganado vacuno, M. bovis
podria adquirir un papel preponderante en la tuberculosis pulmonar del hombre. Por Ultimo,
sostiene que la tuberculosis de porcinos, caprinos y ovinos tiene como fuente principal de
infeccion a los bovinos y aves, y a veces al hombre, con lo que se insiste en la transmisién
de la infeccién por M. bovis de los animales al hombre y viceversa, si bien la transmision
interhumana de la tuberculosis animal es excepcional, y hasta la fecha poco clara. De
hecho existen, aunque pocos, casos documentados que describen esta transmision de
persona a persona: En un brote hospitalario entre pacientes inmunodeprimidos (12), y en
un reciente articulo sobre Epidemiologia molecular de M. bovis del Reino Unido, en el que
se describe una transmision entre hermanos, en la que el receptor de la infecciéon no habia
tenido contacto con ganado. Se piensa que éste puede ser el primer caso de transmision
interhumana de M. bovis desde 1990 (13).

En cuanto a M. tuberculosis, aunque el bovino es sumamente resistente a la infeccion,
y no suele ocasionarle lesiones, si que puede jugar un importante papel en la epidemiologia
de la tuberculosis humana, ya que se ha comprobado su papel como reservorio, al haberse
aislado de ganglios linfaticos de animales tuberculin-positivos.

Estudios realizados en la Republica Federal de Alemania entre 1968 y 1972, demuestran
la transmision del hombre a los animales, tanto de M. bovis como de M. tuberculosis (14).

Se ha podido aislar M. bovis de perros y gatos expuestos a ganado vacuno afectado
de tuberculosis. Las personas en contacto con aquéllos mostraron una tasa significativa-
mente superior de reaccion a la tuberculina a la de la poblacion general (15). Otros reservo-
rios del bacilo bovino son los animales exoéticos y de zooldgico, habiéndose llegado a des-
cribir su aislamiento de muchas especies en diversos trabajos de Europa y Estados Unidos
(16,17). Ademas, segun informe del “U.S. Public Health Service”, la tasa de convertores a la
tuberculina es 27 veces mayor entre los trabajadores de laboratorio en contacto con monos
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que para la poblacién general (18). En un estudio realizado por el Departamento de Salud
de California se estudio la infeccion tuberculosa debida a exposicién humana a diversas
especies animales en el zooldgico de Los Angeles entre los afios 1997 y 2000; se diag-
nosticé M. tuberculosis en dos elefantes asiaticos, tres cabras de las Montafias Rocosas
y un rinoceronte negro, con técnicas de identificacion de ADN, que sugirieron transmisién
reciente. Se investigd y no se encontraron casos de tuberculosis en humanos, si bien las
conversiones a la prueba dérmica de la tuberculina se asociaron con el adiestramiento de
los elefantes y la realizacion de la necropsia a uno de ellos (19). Anteriormente, en estudios
realizados entre 1994 y 1996, se comprobd la transmisiéon entre humanos y elefantes de
M. tuberculosis en una granja de animales exéticos en el estado de lllinois, al constatarse
mediante técnicas moleculares de tipificacidon que uno de los trabajadores, que contrajo
tuberculosis activa, presentaba la misma cepa que cuatro de los elefantes, y que la mitad
de los trabajadores dieron positivo a la prueba de la tuberculina (20).

Como se dijo, en cuanto a los animales salvajes mas cercanos, es necesario tener
en cuenta, al realizar investigaciones epidemiolégicas, estos reservorios potenciales de
infeccion, que podrian explicar algunos casos de persistencia de infeccion de M. bovis
en el ganado vacuno. En el medio natural, los bévidos y los cérvidos son los principales
hospedadores de M. bovis, asi como el tején en Gran Bretafa y la zariglieya en Nueva
Zelanda, y de manera suplementaria algunos carnivoros como el zorro o el lince, y, sobre
todo, el jabali. Ya desde 1971, se viene diagnosticando presencia de M. bovis en tejones
en Inglaterra, sugiriéndose su caracter de endémico en el Suroeste inglés, y que podria ser
una importante fuente de infeccién para el ganado vacuno, con el que comparte habitat (2).
Hutchings y Harris, en 1997, demostraron que el tején infectado contaminaba el pasto con
micobacterias a través de las deyecciones, lo que supone una importante via de infeccioén
para rebafos vacunos exentos de la enfermedad explotados en régimen extensivo (21).
Cousins DV (2001) abunda en esta idea del papel epidemiolégico de los animales salvajes
en el sostenimiento del nivel de infectados, concluyendo que este elevado niumero de hos-
pedadores domésticos y salvajes puede complicar los intentos de controlar o erradicar la
enfermedad en el ganado vacuno (22).

En Espana, y concretamente en Extremadura, la tuberculosis viene siendo un proble-
ma desde hace tiempo en animales salvajes de aptitud cinegética, que se ha incrementado
en los ultimos afnos, especialmente en cérvidos. En jabalies hubo un fuerte incremento a
partir de 1995, manteniéndose mas o menos estable desde entonces (23). En la fauna sal-
vaje ibérica, estd demostrada la sensibilidad de ciervos, suinos y caprinos a M. tuberculo-
sis, M. bovis y M. avium, y de bovinos a M. bovis y M. avium (24) En general son reservorios
de la enfermedad personas y animales enfermos y portadores. Especial interés sanitario
tiene el hecho de haberse aislado M. tuberculosis de ciervos y jabalies, y de causar enfer-
medad tuberculosa en el perro y en el gato (25), lo que convierte a todos estos animales en
reservorios susceptibles de contagiar al hombre.

En el caso de infecciones por M. bovis, los perros de rehalas, usados en cacerias de
animales salvajes, pueden servir de reservorios del bacilo, con eventual transmision poste-
rior a otros animales salvajes, domésticos, o al hombre. Por un camino inverso, los perros
se infectarian con M. tuberculosis a partir de sus cuidadores afectados, y diseminarian la
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enfermedad por el ecosistema, en especial mediante el forcejeo con las piezas que luego
escaparan, lo que bien podria explicar las citas de presencia de M. tuberculosis en ciervos
y jabalies (24). Como factores epidemioldgicos primarios, la infectividad (capacidad para
transmitirse) y la invasividad (capacidad para difundirse por los tejidos del infectado), pue-
den verse incrementadas con la introduccion de nuevas especies de aptitud cinegética en
los ecosistemas, rompiendo la patobiocenosis. Como factores epidemiolégicos secunda-
rios, la sobrecarga ganadera y animal en general, acarrea una disminucion de la fitobioma-
sa, lo que obliga a las especies salvajes a desplazamientos mas o menos largos en busca
de comida, favoreciendo la aparicion y difusion de enfermedades micobacterianas; esto
seria especialmente importante en zonas indemnes. Es el caso de desplazamientos de
ciervos y jabalies, asi como aves salvajes, sirviendo de nexo entre ecosistemas diferentes,
en los que pueden estar incluidos animales domésticos y hombres (26). También es im-
portante el desplazamiento de rehalas de perros, que pueden ser portadores de especies
0 cepas nuevas en territorios indemnes, y que pueden causar la enfermedad tuberculosa,
o exacerbar el proceso en el caso de reinfecciones, o, por ultimo, en humanos y animales
valiosos que reciben tratamiento, podria originar la aparicion de multidrogorresistencias
(27). Por lo que respecta al jabali, tradicionalmente se ha considerado, al igual que el cer-
do doméstico, simplemente un “fondo de saco epidemiolégico”, es decir, susceptible de
padecer la enfermedad pero con una nula capacidad de diseminacién. Recientemente, sin
embargo, el concepto de la importancia epidemioldgica del jabali esta cambiando, pasan-
do a ser considerado un “amplificador” de la tuberculosis, ya que los jabalies adquieren
la enfermedad de un reservorio y la transmiten dentro de la poblacién de jabalies, lo que
explica los considerables niveles de prevalencia existentes; es decir, que esta pasando a
ser considerado un “reservorio por desbordamiento” (“spill-over host”) (28).

Por ultimo, M. avium, responsable de cuadros de tuberculosis principalmente en aves
y cerdos, no tiene un papel importante en el ganado vacuno, que es bastante resistente
al bacilo, creando mas bien problemas de diagnéstico con la prueba de la tuberculina, al
sensibilizar por inmunidad celular, y no existiendo transmision de la infeccion por M. avium
de bovino a bovino. En cuanto al cerdo, es el agente que produce mayor nimero de tuber-
culosis, seguido de M. bovis (aunque menos generalizadas que las causadas por M. bovis);
sin embargo, esta relacién se invierte cuando se controla la infeccidn en los bovinos, segun
se ha comprobado en Europa y Estados Unidos (1). Por lo que respecta a la transmision de
M. avium entre el hombre y los animales, se ha encontrado una distribuciéon de serotipos
muy similar en el cerdo y en el hombre, con lo que se sugiri6 la infeccién del hombre por
comer carne de cerdo infectado. Sin embargo, las muchas investigaciones realizadas no
han podido apoyar esta hipétesis. Actualmente se acepta que, tanto los animales como
los humanos, se infectan desde una fuente comun, no existiendo pruebas de una infec-
cioén cruzada (29). En un estudio reciente realizado en la Republica Checa, en el que se
analizaron vy tipificaron 738 cepas del Complejo Mycobacterium avium (MAC), proceden-
tes de animales, aves, humanos y medio ambiente, mediante la deteccién de la porcion
IS 901 de material genético por PCR, y en funcién de su virulencia o no para el pollo, se
concluyé que 1S901 estaba contenido en la practica totalidad de cepas virulentas para el
pollo, pero ninguna de las 152 cepas aisladas de humanos resultoé serlo, incluyendo las 12
cepas que si contenian 1IS901 (30). En otra investigacion anterior realizada en Dinamarca,
se caracterizaron un total de 141 cepas de MAC obtenidas en el afio 1993, procedentes
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del hombre, de animales y del suelo, mediante serotipificacion por ELISA especifico para
la proteina 40 kDa, y por PCR especifica del fragmento IS901. Se obtuvo una distribucién
de serotipos de MAC diferente en el hombre y los animales; ademas, se hallé la presencia
de los marcadores 1S901 y p40 exclusivamente en las cepas animales; todo ello sugiere
que la transmisién de M: avium de los animales al hombre y viceversa no es signicativa en
Dinamarca (31).

Por todo ello, podemos concluir que el complejo M. avium tiene una escasa importan-
cia desde el punto de vista zoonético.

B) Diagnéstico y tipificacion

En los animales vivos no suele ser posible el diagnostico clinico, puesto que en la ma-
yor parte de los casos, las lesiones no son visibles ni abiertas al exterior; Unicamente cuan-
do la evolucién es mas grave y cursa con generalizacion y/o emaciacion, o bien porque
predominen las lesiones exudativas en érganos que comuniquen con el exterior (pulmén,
intestino, etc.), se podria llegar a realizar un diagndstico sintomatico, previo descarte de
otros procesos exudativos o purulentos, o que cursen con una clinica similar (2).

En los animales salvajes ocurre lo mismo, pero con el afadido de la inaccesibilidad y
la dificultad de observacion de los animales, lo cual hace ain menos practicable el diag-
néstico clinico, de tal modo que hay que apoyarse mas bien en los hallazgos de necropsia,
y en los datos epidemiolégicos de la zona (24).

En el caso de la tuberculosis humana, puesto que no hay signos clinicos, radiolégicos
o anatomo-patoldgicos reconocibles y definitivos que puedan usarse como medios fiables
para distinguir la forma humana de la forma bovina, los procedimientos laboratoriales de
aislamiento y tipificacion del agente etioldgico son necesarios para conseguir un diagnoésti-
co de certeza, ya sea por cultivos microbiolégicos tradicionales, o por técnicas moleculares
(1,3,32,33).

Por lo que respecta al diagndéstico microbiologico tradicional, a partir de muestras
patolégicas obtenidas de animales vivos (biopsias, exudados, heces, orina, esputos, etc.),
o de muertos, podemos distinguir entre la Baciloscopia, principalmente utilizando la tincién
Ziehl-Nielsen en fresco, que permite observar bacilos alcohol-acido resistentes y comple-
mentar un diagnostico presuntivo clinico y/o lesional, pero que presenta una baja especifi-
cidad, y, por otra parte, el aislamiento tras cultivo en medios tradicionales sélidos o liquidos
(Tharsis-modificado B82, Lowenstein-Jensen, Middlebrook, etc.) y posterior identificacion.
Estos cultivos tienen el inconveniente de suponer un proceso largo, ya que las micobacte-
rias patégenas presentan un muy lento crecimiento (entre 2 y 4 semanas), razén por la que
las muestras deben someterse a un proceso previo de descontaminacion, para evitar que
microorganismos contaminantes invadan la superficie de crecimiento. En cuanto a la iden-
tificacion, ésta se realiza mediante un siempre lento y complejo estudio de caracteres mi-
crobiolégicos y bioquimicos, basado en unos patrones seleccionados por Wayne y Kubica.
Sin embargo, la identificacion de una especie de Mycobacteria en una muestra problema
tiene una especificidad absoluta (24).
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Pero, puesto que en la infeccion tuberculosa predomina la respuesta inmune de base
celular, frente a la produccion de anticuerpos, el diagnéstico sistematico en animales vivos
se realiza, bien por la intradermorreaccién tuberculinica, o bien in vitro mediante la medi-
cion del interferon gamma:

En cuanto a la prueba tuberculinica, Unico método utilizado de modo generalizado en
los programas de erradicacion, supone un buen indicador de exposicién a la micobacteria,
tanto en personas como en animales, pero proporciona poca informaciéon en cuanto al
estado de evolucion de la enfermedad, ademas de que requiere esperar 72 horas para co-
nocer el resultado, tiene problemas de especificidad por reacciones cruzadas, y, en el caso
de animales con curso muy crénico y avanzado de tuberculosis, puede existir una anergia
por agotamiento inmunitario, lo cual supone falsos negativos. Ademas, conforme avanzan
los programas de erradicacién, aumenta el n.° de reaccionantes tuberculin-positivos sin
lesiones aparentes en la inspeccién post-mortem. Por todos estos inconvenientes, se ha
intentado ensayar otras pruebas serolégicas que complementen, mas bien que sustituir, a
las pruebas tuberculinicas (1). La mas importante, ELISA para detecciéon de anticuerpos,
pero con resultados menos fiables, ya que en fases avanzadas de la enfermedad, con le-
siones exudativas, la sensibilidad decae ostensiblemente, ademas de que son frecuentes
las reacciones inmunitarias cruzadas (2). Coincidiendo en este punto, Rittaco et al. (34),
con la prueba ELISA detecto IgG contra M. bovis en bovinos con tuberculosis activa, pero
no en los de curso subclinico, concluyendo que es una prueba que se complementa bien
con la intradermorreaccioén, pues los animales anérgicos, negativos a dicha prueba, tienen
un nivel alto de anticuerpos circulantes, y, al ser detectados, se elimina un gran riesgo
del rebafo, pues presentan una fuerte descarga antigénica. Los resultados obtenidos en
humanos con M. tuberculosis son parecidos, concluyéndose que el ensayo ELISA puede
ser Util para detectar enfermos de tuberculosis pulmonar no bacilifera, extrapulmonar e
infantil (35). Se ha ensayado también el empleo de anticuerpos monoclonales contra anti-
genos especificos de M. bovis, principalmente el método de la inmunoperoxidasa con un
anticuerpo monoclonal de origen murino producido frente al antigeno MPB70, pero con el
inconveniente de no detectar por debajo de 10° u.f.c./ml (36). Se realizé un estudio para
investigar si los anticuerpos anti-MPB70 podian usarse como indicador de la infeccién por
M. bovis, por medio de un ensayo inmuno-enzimatico basado en la Proteina G, y en base
al hecho de que en la infeccion natural por M. bovis, la prueba dérmica con tuberculina
derivada de proteina purificada bovina (PPD) es un potente inductor de formacién de anti-
cuerpos contra dicho antigeno, concluyéndose que la prueba de intradermorreaccién con
PPD y MPB70 seguida de la prueba de deteccién de anticuerpos anti-MPB70 es un indica-
dor altamente especifico de la infeccién natural de M. bovis (37). A similares conclusiones
llegan otros autores, que consideran la técnica ELISA con anti-MPB70 como una opcién
complementaria para el diagnéstico de tuberculosis en cabras (38). Otra prueba similar,
también de deteccion del mismo antigeno, es la de la peroxidasa con complejo avidina-
biotina (ABC-P); se ha comparado con la técnica Ziehl-Nielsen en relacién con la sensibi-
lidad, concluyendo que la técnica ABC-P es mas sensible que el método Ziehl-Nielsen, al
ser capaz de detectar mayor niumero de animales positivos, utilizando material patégeno
de animales enfermos de tuberculosis de las especies bovina y caprina (39).
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En cuanto a la prueba del -interferdn, desarrollada en Australia, sirve para medir in
vitro la respuesta inmune mediada por células a la tuberculina PPD bovina, y esta basada
en la deteccion, mediante técnicas inmuno-enzimaticas, del -interferén que se origina por
la incubacién durante 24 horas de la sangre entera de bovino, en presencia de tuberculina.
Este método resultd mas sensible y especifico que el ELISA para detectar IgG en el suero, y
en un estudio realizado en Argentina, se vio que detectaba mejor que el ELISA los casos de
animales con lesiones confinadas a los ganglios, ya que no poseian casi anticuerpos, mien-
tras que los animales con lesiones diseminadas tenian titulo alto de anticuerpos y poca o
ninguna produccién de -interferdn (40). En un estudio reciente se evalud la eficacia de la
prueba del -interferén en su aplicacion en campanas de erradicacion de la tuberculosis en
rebafos de cabras. Resultdé que el nimero de infecciones detectadas por dicha prueba era
considerablemente mayor que el de aquéllas detectadas por la prueba de intradermorreac-
cion con tuberculina, concluyéndose que, realizando andlisis consecutivos con la prueba
del -interferén y con la prueba de la tuberculina, y adoptando las oportunas medidas de
separacion de animales al nacer, se puede llegar a obtener un rebafo exento de tuberculo-
sis a partir de una situacién de elevada inmunorreactividad (41).

Por ultimo, y coincidiendo también en los resultados, se ha comprobado la idoneidad
de este ultimo método para detectar en cabras la infeccidon por M. bovis, en un estudio
en el que se comparaba la prueba de la tuberculina dérmica, la prueba del -interferén, y
dos pruebas ELISA con antigeno PPD, una de ellas usando suero obtenido en el mismo
momento de la inyeccion de tuberculina (estandar), y otra utilizando el suero obtenido a
los 15 dias de la inoculacién (anamnésica). La sensibilidad y especificidad resultaron altas
en el caso de la prueba de la tuberculina (83.7% y 100%), y de la prueba del -interferén
(83.7% y 96%), y de la prueba ELISA anamnésica (88.6% y 95.8%). Por el contrario, fueron
comparativamente bajas en el caso de la ELISA estandar (54.9% y 88%. Sin embargo, los
resultados de esta Ultima prueba fueron positivos (100%) en un grupo de cabras con tuber-
culosis cavitaria. La conclusion es similar a la de Liébana et als.,1998 (41): una combinacién
de la prueba de la tuberculina y de la prueba del -interferén ofrece la maxima sensibilidad,
95.8% y también la mas alta especificidad, 96%. No obstante, en base a la sensibilidad
de las pruebas seroldgicas para deteccidn de tuberculosis en cabras con lesiones graves,
se sugiere que una combinacién de la prueba de la tuberculina y de la ELISA anamnésica
puede ser mas Util como parte de una campafa de erradicacion de tuberculosis caprina.

C) Epidemiologia molecular

Partiendo de la necesidad de acudir a la epidemiologia como medio de lucha contra
las enfermedades, a través de su consideracion como herramienta fundamental para in-
vestigar los medios y modos de difusion de las enfermedades transmisibles, tales como
la que nos ocupa, se concluye que dicha investigacion epidemiolégica dificilmente puede
llevarse a cabo sin un diagndstico etiolégico preciso, es decir, sin llegar a definir los morfo-
tipos exactos de microorganismos causantes de la enfermedad en la poblacién afectada, o
sea, la tipificacién, ya que de la gran variabilidad genética que presenta el agente etioldgico
se pueden obtener los datos mas relevantes a la hora de establecer hipétesis de origen y
transmision, y, en definitiva, de explicar la epidemiologia de la enfermedad en la poblacion
en cuestion.

(17 )——
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Pero las limitaciones que presentan los métodos de tipificaciéon anteriormente des-
critos, fundamentalmente basados en aspectos fenotipicos (culturales o antigénicos), ha
permitido el desarrollo de técnicas de clasificacién en base al genotipo microbiano o se-
cuencia del ADN, las cuales minimizan los problemas derivados de la no tipabilidad de los
aislamientos, la escasa reproducibilidad y, en algunos casos, la imposibilidad de establecer
bases de datos fiables de clasificacion de microorganismos, aunque estas caracteristicas
varian bastante entre las distintas técnicas moleculares de diagnéstico (42).

Partiendo de la definicién de epidemiologia de Thrusfield (1986): “el estudio de la
enfermedad en una poblacion, y los factores que determinan su concurrencia”, podemos
definir la epidemiologia molecular como la integracion entre la aproximacion epidemiol6-
gica convencional y el uso de marcadores moleculares aplicables a la diferenciacion entre
cepas o aislamientos (43), de tal modo que, Unicamente al comparar los patrones genéticos
de las cepas obtenidas de los individuos problema, es como podemos asegurar un con-
tacto epidemioldgico.

La forma de actuar en epidemiologia molecular es, basicamente:

1.° Generar los patrones genéticos de una coleccién de microorganismos. 2.° Compa-
rar el grado de similitud entre dichos patrones. 3.° Inferir, a partir de esa similitud, patrones
de transmision, asociando grupos de cepas con un mismo patrén molecular, que llamamos
“cluster” (44). La idea es, pues, generar un patrén reproducible e informativo de una cepa,
el cual puede ser introducido en una base de datos y comparado con otras cepas.

Existen actualmente dos principales lineas de aplicacion:

e Unaes el estudio de brotes infecciosos, donde la investigacion de los pacientes intenta
diferenciar qué individuos estan involucrados en una cadena epidemiolégica concreta,
si es 0 no reciente, asi como la extensién alcanzada. Asi, dos individuos que alberguen
cepas idénticas, se habran contagiado entre ellos o se habran expuesto a un foco
comun. Pero hay que tener en cuenta que un patréon puede desaparecer como con-
secuencia de la evolucién genética; de hecho, los patrones genotipicos de las cepas
del complejo M. tuberculosis pueden variar en el mismo individuo o entre individuos
que albergan cepas emparentadas, debido, bien a la evolucién del patrén, a nuevas
infecciones, o a errores laboratoriales (45). Como ejemplo, respecto a la técnica RFLP,
que describiremos mas abajo, a pesar de haberse descrito la estabilidad de sus patro-
nes, pequenos cambios pueden darse en un clon, lo cual es muy importante a la hora
de analizar varios aislamientos diferentes del mismo individuo (46). Para pequefas
comunidades con escasa incidencia, bastara una técnica con moderado poder de dis-
criminacién para trazar el brote, mientras que grandes cadenas epidemiolégicas con
elevada incidencia, requeriran técnicas con un elevado poder de discriminacion (47).

e Laotralinea de aplicacion de la epidemiologia molecular es la de los estudios pobla-
cionales, encaminados a determinar factores de riesgo para la transmision. En este
caso se combinan los datos moleculares del gran nimero de cepas obtenido con
datos demogréficos, clinicos, lesionales o temporales (48).
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Las técnicas moleculares se han utilizado también para determinar la proporcion de
casos procedentes, bien de un brote reciente, o bien de una reactivacion. El grado de
agrupamiento de las cepas (“clustering”) (Cl), esta directamente relacionado con la canti-
dad de transmisiones recientes, y se define como la proporcion entre las cepas agrupadas
y el total de cepas estudiadas (49). En el caso de la poblacidon humana, debido a la baja
incidencia de la tuberculosis, un Cl del 30% es suficiente para considerar que la poblacién
de aislamientos que estamos estudiando en un determinado momento, es debida a una
diseminacion reciente.

Pero, ademas de conocer el estado de agrupacién de las cepas, interesaria obte-
ner informacién sobre la cadena de transmisién, es decir, la direccion de los contagios.
Para ello se ha introducido el “indice de transmisién” (IT), resultado de introducir factores
patolégicos; asi, si dentro de un cluster analizamos los tipos de lesiones, encontraremos
individuos con lesiones primarias contagio reciente, y otros con lesiones secundarias, ge-
neralizadas pacientes crénicos. El IT se define como la media del nimero total de casos
atribuibles, directa o indirectamente, a un Unico caso que sirve como origen, y se calcula
a partir del n° de casos fuente o primarios, del n.° de casos secundarios, y del grado de
agrupacion de las cepas (Cl) (50).

El espectacular desarrollo de investigacion y trabajos publicados a cerca de M. tu-
berculosis en lo que a epidemiologia molecular de tuberculosis en la poblacién humana se
refiere, contrasta con el hasta hace poco pobre nivel de estudio en el caso de M. bovis y el
ganado vacuno. Esto ha empezado a cambiar recientemente, ya que en algunos paises se
ha incluido el rastreo molecular en los extensos programas de control del movimiento del
ganado y de sistemas de informacién geografica, de tal modo que estos sistemas permiten
rastrear con exactitud los brotes de tuberculosis, su origen y desarrollo, y la interferencia
con reservorios salvajes, controlando mejor los programas de erradicacion (51). Otro tanto
se puede decir del estudio de las infecciones por M. bovis en humanos, con aplicacion de
nuevas técnicas moleculares y la utilizaciéon de la infraestructura de investigacion ya aplica-
da en el caso de M. tuberculosis.

Revisemos brevemente las principales técnicas y métodos utilizados en los estudios
de epidemiologia molecular actuales y mas recientes, asi como sus implicaciones en la
epidemiologia de la tuberculosis animal y humana:

— Sondas moleculares: Son fragmentos de acidos nucleicos cuya secuencia de nu-
cleétidos es complementaria de otra, especifica de complejo, género o especie. En general
tienen la ventaja de poder realizarse directamente sobre las muestras patoldgicas sin ne-
cesidad de cultivo previo, aunque con sensibilidad discutida. La mas usada es la Southern
blot; en ella, un fragmento de ADN con una determinada secuencia se puede identificar en
una mezcla de fragmentos por electroforesis, hibridando con una sonda complementaria
marcada radiactivamente, que se visualiza con autorradiografia.

— Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR). Es la principal de las técnicas de am-
plificacion de acidos nucleicos micobacterianos. Con ella se pueden conseguir amplifica-
ciones de secuencias especificas de ADN, a partir de los oligonucleétidos deseados, los
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iniciadores, a los que se van uniendo nucleétidos merced a la enzima polimerasa, hasta
conseguir cadenas de longitud detectable. Se pueden detectar cantidades insignificantes
de ADN, aunque requiere conocer perfectamente dicha secuencia y el nivel de fiabilidad
depende de los iniciadores elegidos, permitiendo llegar a identificar como maximo la es-
pecie, aunque algun autor la considera Util para caracterizar incluso el biotipo (2). En un
articulo publicado en el afio 2003, Huard RC y col. (52) presentan un método de tipificacién
basado en el PCR para diferenciar las subespecies del Complejo M. tuberculosis, como
fuente de enfermedad en el hombre y/o los animales, ante la inexistencia anterior de un
protocolo simple que rapida y facilmente permitiera diferenciar entre los diferentes subgru-
pos del Complejo. Basado en el PCR y los locus cromosémicos que distinguen regiones
diferenciadas, defienden su fiabilidad, rapidez y facilidad de ponerlo en practica, ademas
de demostrar su utilidad para conseguir colecciones de micobacterias, y con aplicacion
tanto clinica como epidemiolégica.

— Técnicas de “analisis de los fragmentos de restriccién”: La primera fue la técnica
REA (Restriction Endonuclease Analysis), desarrollada a mediados de los ochenta en Nue-
va Zelanda, que se basa en el reconocimiento por parte de las endonucleasas de secuen-
cias especificas de ADN con simetria rotacional en la estructura de doble hélice, y posterior
separacién por electroforesis, pero presentaba el problema de su dificil interpretacion por
el elevado numero de bandas obtenidas. Mucho mas importante y mas utilizada es la técni-
ca RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), que, junto con la técnica “Spoligo-
typing”, es la principal técnica usada actualmente para tipificar, es decir, para sobrepasar
el nivel de la especie, por lo que es de gran importancia en epidemiologia. La RFLP esta
aceptada internacionalmente y se ha integrado en los estandares de control sanitario de
muchos paises, aplicandose en la tuberculosis tanto humana como animal, especialmente
en humana, ya que se ha aplicado mas a M. tuberculosis que a M. bovis, ( debido al menor
n.° de copias de algunos fragmentos de ADN en éste que en aquél), aunque en ambos se
obtienen patrones con suficiente discriminacién como para ser aplicados a la tipificacion.
En general, comprende la utilizacién de tres enzimas y un Southern Blot para detectar una o
mas secuencias mediante sondas desarrolladas previamente, hibridando dichas zonas tras
la digestion enzimatica. De tales secuencias las mas utilizadas son: IS 1081, DR, PGRS, se-
cuencias VNTR (Variable Number Tandem Repeat), pero, sobre todo, la secuencia IS 6110,
que presenta un numero variable de copias en las especies del Complejo CMTB, en un n°
que oscila, en el caso de M. tuberculosis, entre 6 y 19, aunque se han encontrado cepas
con escaso n.° de copias (53). En cuanto a M. bovis, la mayoria de autores afirman que po-
see de una a cinco copias, aunque se han encontrado hasta trece copias de aislamientos
bovinos y de cinco a siete en caprinos obtenidos en Espafa, por lo que se considera una
técnica util para tipificar cepas de M. bovis aisladas de vacuno y caprino en Espafa (54).

— Spoligotyping: Se basa en el uso como marcador genético de los polimorfismos en
la regién de repeticion directa locus DR, y se aplica tanto en la tipificacion como en la iden-
tificacién de organismos del Complejo CMTB. Primero se realiza un PCR con dos inicia-
dores complementarios, uno de ellos marcado con biotina. Sus productos contactan con
una membrana con los espaciadores del locus DR, y se produce la hibridacién. Luego se
adiciona una enzima que se liga a los productos PCR marcados con biotina, con un liquido
de deteccion que emite luz en presencia de dicha enzima, visualizandose luego mediante
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autorradiografia. Posteriormente se analiza mediante un sistema computerizado, para po-
der establecer las relaciones filogenéticas entre cepas. Tiene la ventaja de ser especifica
para el Complejo CMTB, permitiendo ademas la diferenciacion entre las especies que lo
componen (55). Después de la publicacion en 1998 (Cousins), de un protocolo internacio-
nalmente aceptado para tipificar aislamientos de M. bovis, pasé a ser una técnica utilizada
sobre todo como segunda linea de tipificacién, tras haber sido comparada por diversos
autores su capacidad de discriminar con la de la técnica RFLP con IS 6110, resultando
similares. Asi, Aranaz y col., 1996(25), compararon ambas técnicas con cepas aisladas de
diversas especies salvajes, caprino y bovino, resultando de gran utilidad el spoligotyping
para estudios epidemiolégicos de M. bovis, especialmente para aquellas cepas con una
sola copia de 1S6110. También la consideran una técnica muy adecuada para diferenciar
M. tuberculosis de M. bovis. Al comprobar coincidencia de espoligotipos, sugieren la trans-
misién entre varias especies salvajes y el bovino en Espafia. Recomiendan por fin, tipificar
cepas inicialmente mediante spoligotyping, y posteriormente con RFLP de IS 6110, aplica-
do a las cepas incluidas en los espoligotipos mas comunes.

No obstante, recientemente se ha convertido en la técnica directa de elecciéon para
tipificar cepas de M. bovis (o de M. tuberculosis con cepas que contengan una o dos co-
pias de IS 6110), debido a que el RFLP, a pesar de estar estandarizado, requiere un cultivo
previo, mas cantidad de ADN, mas tiempo y personal entrenado. Pero el spoligotyping
también presenta desventajas: como el polimorfismo que ofrece se basa en la amplifica-
cién de un solo locus, con una limitada capacidad de discriminacién, podemos encontrar
espoligotipos semejantes en cepas sin ninguna relaciéon epidemiolégica, por lo que deberia
mas bien emplearse cuando las cepas proceden de areas muy definidas, cuando los perfi-
les son muy infrecuentes, o bien cuando se utilice acompanada de otras técnicas (55).

Coincidiendo bastante con todos estos aspectos, Barnes y col. (56) reconocen las dos
principales ventajas del spoligotyping: una, la poca cantidad de ADN necesario, producto
de muestras casi sin cultivar, y otra la posibilidad de expresar los resultados en formato di-
gital, ideal para incorporar a las bases de datos de genotipos. Pero a la vez, afirma el menor
poder para discriminar entre cepas de M. tuberculosis que el que presenta la tipificacién
basada en IS 6110. Por su parte van der Zanden y col. (57), reconocen la aportacion del
spoligotyping a la epidemiologia de la tuberculosis de la Ultima década, pero afirman que
el poder de discriminacion no es 6ptimo. Para mejorarlo, introdujeron 51 nuevos oligonu-
cledtidos espaciadores, mejorando los resultados al aumentar el n.° de patrones obtenido,
recomendando la comercializacion de esta membrana de spoligotyping de segunda ge-
neracion para aquellos casos que requieran mayor discriminacion, por ejemplo el estudio
de cepas con bajo n.° de copias de IS 6110. Costello y col. (58) estudiaron en distintos
animales domésticos y salvajes de Irlanda la capacidad de diferenciar cepas de M. bovis,
comparando spoligotyping, RFLP de IS 6110 y PGRS (polymorphic GC-rich sequence),
resultando esta ultima mejor que las otras dos. Comprobaron la comunidad de cepas entre
el vacuno, el ciervo y el tején, concluyendo que la transmision entre estas especies ha de
ser tenida en cuenta en la epidemiologia de la tuberculosis en Irlanda.
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4. DISCUSION

Como hemos visto, M. bovis tiene un muy amplio rango de hospedadores a los que
ocasionalmente puede infectar, (ademas del vacuno, que es su hospedador principal), in-
cluido el hombre. En el caso de M. tuberculosis y de M. africanum, al ser mucho mas
especificos para el hombre, los animales, como el medio ambiente, juegan mas bien un
papel secundario como reservorios donde puede perdurar el microorganismo, debido a la
resistencia de éste a condiciones extrafias a su habitat natural, y donde principalmente en
condiciones de excesiva carga microbiana o inmunodeficiencia del receptor, pueden cau-
sar una infeccion heteréloga poco frecuente, que, a su vez, puede reinfectar al hombre. Sin
embargo, M. bovis, como hemos visto, tiene una epidemiologia mucho mas compleja, en
la que los animales de abasto directamente, y algunos animales salvajes indirectamente,
pueden causar tuberculosis en el hombre, con una clinica indistinguible de la producida
por M. tuberculosis, por lo que, salvo que se realice un diagndstico completo que llegue
a determinar la especie del Complejo CMTB implicada, o al menos una consideracién
también de factores de riesgo no humanos a la hora de realizar el estudio epidemiolégico
del caso, se contabilizaran estos casos como de “tuberculosis humana”. Sabemos que
proporcionalmente la incidencia de casos en humanos producidos por M. bovis es muy
baja en los paises occidentales, segun las cifras oficiales. Sin embargo, el resurgimiento
de la tuberculosis en el ganado vacuno en muchos de esos paises, y en concreto en Gran
Bretafa, esta creando la preocupacion de que la transmision de la enfermedad del ganado
a los humanos podria convertirse en un serio problema de salud publica; en consecuencia,
es importante poder identificar con rapidez aquellas zonas donde las tasas de infeccién
sean altas en estos animales de renta, ya que ello les convierte en un riesgo potencial de
transmisién al hombre (13). Como se ha visto, disponemos de nuevas herramientas, a
través de las técnicas de tipificacién molecular, que pueden ayudarnos a reforzar nuestro
conocimiento a cerca de la epidemiologia de M. bovis, para lo cual deben incluirse en los
programas de lucha contra tuberculosis del Sistema Nacional de Salud.

Por lo que respecta a la importancia desde el punto de vista cuantitativo de M. bovis
como patégeno para el ser humano, la frecuencia de aislamientos en muestras clinicas es
muy baja. En Espafia, menos del 0.5% de las cepas aisladas de humanos tuberculosos son
de esa especie. Pero la dificultad de discriminacion de cepas dentro del Complejo CMTB
puede ser la causa de la infradeclaracién de los casos de infecciones por M. bovis, (59),
habida cuenta de la ya citada dificultad de reconocerlas a nivel sintomatico.
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Entrando en las aplicaciones de las descritas técnicas moleculares a la epidemiolo-
gia de la tuberculosis, se puede decir que han supuesto una reorganizacion del Complejo
CMTB, al considerar un nuevo subgrupo, dentro o no de M. bovis, segun autores , que es
el “caprae”. Ya en 1995, Gutiérrez y cols. (60) diferenciaron entre las cepas bovinas y las ca-
prinas por el n.° de copias de la secuencia IS6110. Otros investigadores, también utilizando
RFLP con IS6110, concluyen que en Espafia las cepas de origen caprino forman un cluster
perfectamente diferenciado de las de origen bovino (54). En 1999, Aranaz y cols. (61), tras
caracterizar las cepas caprinas genética (RFLP y spoligotyping), y bioquimicamente, asi
como por la sensibilidad a la pirazinamida (hay practica unanimidad en considerar M. bovis
resistente y M. bovis subsp. caprae sensible, a la pirazinamida), concluyen que constituye
un nuevo miembro del Complejo CMTB, y proponen la denominacién de “Mycobacterium
tuberculosis subsp. caprae subsp. nov”, apuntando que puede jugar un papel importante
en la epidemiologia de la tuberculosis animal y humana en Espafia. Otros autores no com-
parten esta agrupacion taxonémica, al defender la consideracion de la variedad caprae
como una subespecie dentro de M. bovis, ya que la Unica caracteristica bioquimica que lo
diferencia de aquél es la sensibilidad a la pirazinamida, no hallando tampoco justificaciones
genéticas, por lo que consideran incorrecta la denominacién de Aranaz 1999 (62). Lejos
de converger en las opiniones, el mismo equipo de Aranaz y cols., en un reciente articulo,
y basandose en los genotipos, insiste en la independencia de las cepas caprinas del M.
bovis, proponiendo la elevaciéon de subespecie a especie, dentro del Complejo CMTB.
Apuntan, ademas, el hallazgo en otras especies (vacuno, oso salvaje y cerdo, ademas del
hombre), y en otros paises (Francia, Austria y Alemania) (63). Erler y cols.(64) han realizado
un estudio mediante spoligotyping y RFLP de aislamientos de M. bovis subsp. caprae,
ultimo nombre internacionalmente aceptado , de vacuno, humanos y otros hospedadores
de Europa central, comprobando la coincidencia de espoligotipos en individuos préximos
geograficamente.

Gutiérrez y cols.(65) utilizaron la técnica del spoligotyping para tipificar 112 cepas pro-
cedentes de humanos y diversas especies animales (de ellas, 83 se aislaron de humanos),
que incluian todos los aislamientos identificados como M. bovis por el Laboratorio Nacional
de Referencia para Micobacterias de Majadahonda, entre enero de 1994 y noviembre de
1996; previamente, habian caracterizado por spoligotyping y RFLP con 1S6110 18 cepas
de origen bovino y 23 de caprino. El objetivo era evaluar la importancia del “genotipo ca-
prino” como causante de tuberculosis en otras especies animales, incluido el hombre, o
sea, valorar la importancia zoonética de la tuberculosis caprina mediante la determinacién
de los tipos de cepas presentes en los aislamientos. Resultaron identificados con el ge-
notipo caprino, ademas de tres aislamientos procedentes de cabras y dos de ovejas, tres
de los 83 que causaron tuberculosis en humanos. Al investigar el origen de estas Ultimas,
hallaron que uno de los pacientes era residente en un area rural donde son frecuentes las
explotaciones caprinas, el segundo paciente trabajaba en un matadero, y el tercero era
un veterinario con historial de contacto con rebafios de cabras afectados de tuberculosis.
El patron de este Ultimo caso era idéntico a aquél obtenido de los aislamientos de dichos
rebafios. Concluyen que, aunque el ganado vacuno infectado constituye el principal riesgo
de transmisién de M. bovis de los animales al hombre (como prueba el mayor n.° de aisla-
mientos del genotipo bovino), bien sea por la mayor extensién de la enfermedad en dicha
especie, o bien porque las cepas bovinas se adaptan mejor a hospedadores humanos,
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los resultados obtenidos demuestran claramente que las cabras son también una fuente
de infeccién para el hombre, lo cual implica que el riesgo zoonético existe de hecho. Por
ultimo, aunque las tasas de tuberculosis en ovejas son muy bajas, el hallazgo de idéntico
genotipo de M. bovis en cabras y en ovejas no excluye a estas Ultimas como posible fuente
de infeccion, y recomiendan politicas de control y erradicacion que limiten la extension de
la tuberculosis de la cabra a otras especies.

En la misma linea, en otro trabajo mas reciente desarrollado en Alemania, se estudié
la prevalencia de M. bovis subsp. bovis y de M. bovis subsp. caprae entre los casos de
tuberculosis bovina en el periodo comprendido entre 1999 y 2001. Se trabajé con 166 aisla-
mientos procedentes de humanos y 10 procedentes de animales, y se utilizé el método de
spoligotyping y RFLP del gen gyrB. Los resultados fueron que 55 de los 176 aislamientos
fueron identificados como M. bovis subsp. caprae (el 31%), y 121 (69%) se identificaron
como M. bovis subsp. bovis. En general, se obtuvo una baja variabilidad de patrones-tipo
(en n° de 59), con una tasa de clustering (CL) de 77% (19 clusters de 136 aislamientos). Sin
embargo, esta distribucion de genotipos, obtenidos en Alemania, difiere ampliamente de la
de otras partes del mundo: asi, el espoligotipo BCG no se ha encontrado ni en el Reino Uni-
do ni en Irlanda, Australia, Canad4, ni apenas en Sudamérica. Esto indica que los paises de
Europa Occidental, como Alemania, Francia y Espafa, parecen tener una caracterizacion
muy similar de M. bovis, mientras que se encuentran genotipos diferentes en otras partes
del mundo como Gran Bretafia o Australia. El conocimiento del genotipo predominante
en una determinada regioén es, por lo tanto, de vital importancia a la hora de interpretar
correctamente los resultados de la tipificacion molecular en los casos de tuberculosis por
M. bovis. Por ultimo, si bien no encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la distribucién de casos por edad y sexo, si encontraron marcadas diferencias en cuanto
a la distribucion geogréfica, de tal modo que del tercio total de los casos de tuberculosis
bovina en humanos que presentaban la variedad “caprae”, la mayor parte se dio en el sur
de Alemania (33).

Por lo que respecta a los sistemas de investigacion, notificacién, registro y estadis-
ticas oficiales de los casos de tuberculosis humana acaecidos en Espafa, tenemos en
primer lugar el Sistema de Informacién Microbiolégica (SIM), que es un subsistema de
Vigilancia Epidemioldgica, cuyo objetivo es complementar la informacion procedente del
Sistema de las Enfermedades de Declaracién Obligatoria (EDO), que recoge informacién de
manera anénima sobre el paciente (datos personales y otros de relevancia epidemioldgica),
y sobre el microorganismo (tipo o subtipo, técnica empleada, etc.). Estudiando los datos
que arroja este sistema referidos a los afios 2000 y 2001, se observa que, de los aislamien-
tos de micobacterias realizados, (un total de aislamientos de 2006 en el aiio 2000y 1858 en
2001), tan so6lo 1 de ellos correspondié a M. africanum, y Unicamente 8 a M. bovis. Ademas
de que la técnica diagndstica principal (mas del 99%) fue el aislamiento por cultivo, ya que
s6lo se notificd un caso por PCR, es claro que el universo muestral no es representativo
del total de casos de tuberculosis en Espaia, pues soélo representa 39 laboratorios de 12
CCAA (66). Por otra parte, analizando los datos procedentes del sistema EDO, se comprue-
ba que también existe una infradeclaracion, ya que, anteriormente a la publicacion del R.D.
2210/1995, por el que se crea la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, solo era
obligatoria la notificacion de las formas pulmonares de tuberculosis. A partir de entonces,
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se incluyé ademas la meningitis tuberculosa, considerada como un buen indicador de la
endemia de tuberculosis en un pais, pero no incluye el resto de formas extrapulmonares.
La tasa de incidencia de tuberculosis respiratoria en el aflo 2000 fue, segun esta fuente, de
19.64/100.000 habitantes, y la de meningitis tuberculosa fue de 0.24/100.000 habitantes,
calculadas a partir de las declaraciones EDO y de forma complementaria con los aislamien-
tos notificados al sistema SIM. Se mantiene, pues, la tendencia decreciente que se viene
observando desde 1992, si bien contintia siendo el segundo pais de Europa Occidental
con mas casos, segun la Red de Vigilancia Europea de Tuberculosis (Euro TB) (67). La
valoracién de estos datos es que distan bastante de la realidad, por la infradeclaracién en
el caso del sistema EDO y por la limitada cobertura geografica del sistema SIM. En apoyo
de esta opinién, estan los resultados de las tasas de incidencia reveladas por el “Proyecto
Multicéntrico de Investigacién sobre Tuberculosis” (PMIT), impulsado por el Instituto de
Salud Carlos Ill y las Direcciones Generales de Salud de las CCAA de Andalucia, Asturias,
Castilla-La Mancha, Castilla y Leén, Catalufia, Comunidad Valenciana, Extremadura, Gali-
cia, Murcia, La Rioja, Pais Vasco, Ceuta y Melilla, y entre cuyos objetivos, se encuentra el
de mejorar el conocimiento de la incidencia de todas las formas de tuberculosis, y describir
las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los casos. La tasa de incidencia de todas
las formas de tuberculosis incluidas en el estudio, detectadas entre mayo de 1996 y abril
de 1997, fue en el total del territorio, de 38.51/100.000 habitantes, lo cual confirma que
la tuberculosis sigue siendo, a pesar de la tendencia descendente, un problema de salud
publica de primera magnitud en Espafa, agravado sin duda por la importante interaccién
entre la enfermedad y la infeccién por VIH (68). Las principales criticas que se le pueden
hacer a este Proyecto (PMIT) son: que no aborda la identificacion y tipificacion de cepas, y
que en los factores de riesgo que estudia, no esté incluido ninguno de los relacionados con
M. bovis, tales como contacto con animales, o consumo de alimentos sin higienizar.

También las tasas obtenidas por la Red Europea Euro TB, superan las de los datos
oficiales EDO, aunque sin llegar a los niveles de PMIT; concretamente sefialan una tasa de
21.2/100.000 habitantes para Espafia, y 52.3 para Portugal. Pero siguiendo con el andlisis
de los datos EDO, nos encontramos que, de los 8270 casos de tuberculosis respiratoria
del total nacional en el afio 2000, que, como vemos, representa de por si una cifra infrava-
lorada , solo en el 48% de los casos se tiene constancia de cultivo (Unico medio realizado
como identificacion, ya que la baciloscopia es, como se sabe, inespecifica y Gtil para con-
firmar solo hasta el nivel del género Mycobacteria). En el caso de la meningitis tuberculosa,
el porcentaje es aun menor, de los 125 casos del total nacional del afio 2000, tan sélo en el
21.6% de los casos se tiene constancia de realizacién de cultivo. En ambos casos, se han
obviado las técnicas moleculares, ademas de las formas extrapulmonares (67). Después
de la inclusion de la meningitis, posterior al R.D. 2.210/1995, era necesaria la ampliacion
de la definiciéon de caso de tuberculosis de declaracién obligatoria a todos los tipos de la
enfermedad, como ocurre en la actualidad, a partir de la decisién aprobada por el Consejo
Interterritorial del Sistema Nacional de Salud de 26 de marzo de 2003 (69).

El n.° de casos declarados por Espafia a la OMS correspondientes al afio 2002 repre-
sent6 una incidencia global de tuberculosis de 18 casos/100.000 habitantes; en ese afio,
en el que, como se ha dicho, todavia se incluian soélo las formas respiratorias y meningi-
ticas, las estimaciones de la OMS para Espafa fueron de 30 casos/100.000 habitantes,
sefialando una tasa de deteccién de casos del 59% (70).
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La necesidad de un diagnostico certero, que llegue, como minimo a nivel de especie,
es importante también desde el punto de vista clinico, a la hora de aplicar el tratamiento
mas efectivo. Las terapias anti-tuberculosas no son las mismas segun cudl es el miembro
del Complejo CMTB que ha causado el proceso. Asi, por ejemplo, M. bovis es resistente a
la pirazinamida. Recientemente, estd aumentando el n.° de casos producidos por M. bovis
y M. africanum, debido, sobre todo, al aumento de casos de infecciones por VIH y SIDA,
y a la llegada de poblacién inmigrante, respectivamente. Aunque ahora mismo la practica
totalidad de aislamientos de M. africanum corresponde a poblaciéon emigrante africana, lo
mas probable es que en pocos afios se identifique en poblacién autéctona espariola, con
los consiguientes problemas de resistencias a farmacos (71). Esto se debe a que, como se
ha comprobado, la mayoria de cepas resistentes se transmiten (47). Es por esto que, de
acuerdo con Herrera y cols. (72), un diagnéstico diferencial a nivel de especie es importante
porque implica la instauracién de una adecuada pauta de tratamiento y un conocimiento
de la epidemiologia de la infeccién. Este equipo de investigadores del Laboratorio de Refe-
rencia de Micobacterias, Instituto de Salud Carlos Il ha desarrollado un esquema de carac-
terizacién molecular, basado en PCR de diversos locus y RFLP, que permite identificar en
un tiempo muy corto las especies del complejo tuberculoso con un 100% de sensibilidad
y especificidad. Seria, por tanto de gran utilidad, tanto terapéutica como epidemiolégica,
que se incorporara esta u otras técnicas de similar operatividad y viabilidad a los protoco-
los asistenciales del Sistema Nacional de Salud.

Por ultimo, en cuanto a la incidencia real de la tuberculosis en las especies bovina y
caprina, por ser los animales de abasto mas importantes desde el punto de vista zoonético,
en primer lugar por su mayor cercania al hombre (factores zootécnicos), y en segundo lugar
por su ya enunciada facilidad de transmisién al hombre (factores patolégicos y epidemio-
l6gicos), veamos brevemente los datos oficiales referidos a la CA de la Region de Murcia,
obtenidos de la Consejeria de Agricultura y Agua (Direccidon General de Ganaderia), corres-
pondientes a las campanas de lucha y erradicacion de los afios 1990 a 2003, aceptando la
hipotesis razonable de que la distribucién de incidencias no tiene por qué ser significativa-
mente diferente a la del resto de Espana.

En el caso del ganado vacuno, como se puede ver claramente en la Tabla 2, el des-
censo ha sido continuo tanto en el caso del n° de explotaciones afectadas (del 50.91%
en 1990 al 2.80% en 2003), como, sobre todo, en el n.° de animales positivos a la intra-
dermorreacion de tuberculina (del 10.51% en 1990 al 0.19% en 2003) (73). Estos datos
coinciden plenamente con la linea marcada por casi todos los autores de descenso en la
incidencia de tuberculosis en el ganado vacuno en las Ultimas décadas del pasado siglo,
incluso hasta la erradicacion en algunos paises como Alemania, debido a estrictas y ambi-
ciosas campafas de saneamiento ganadero (2,33,65), lo cual, como se dijo, ha supuesto
una paralela disminucion en la incidencia de tuberculosis bovina en la poblacién humana
de los paises occidentales. Sin embargo, al menos en Espafia, la enfermedad persiste en
el vacuno, aunque sea con baja incidencia; ademas, esto siempre es debido a una fuerte
y constante presion epidemioldgica por las medidas incluidas en planes de lucha oficiales
contra la enfermedad en esta especie. Por experiencia de otros paises, se sabe que la re-
lajacién de estas medidas supone un resurgimiento de la enfermedad, como es el caso de
Gran Bretana (13).
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En cuanto al ganado caprino, los datos son sensiblemente diferentes (Tabla 3). Coinci-
diendo con Gutiérrez y cols. (65), a diferencia del vacuno, no existen campafas de lucha tan
generalizadas y organizadas como en aquél; ademas, la infeccién por M. bovis en el ganado
caprino esta muy extendida por todo el mundo, y sélo se adoptan minimas medidas de con-
trol para evitar la extension de la infeccién al ganado vacuno y al hombre. En el caso de la Re-
gién de Murcia, con un considerable censo de casi 100.000 cabezas, a pesar de que, desde
hace unos pocos afos, si existe un programa oficial de lucha contra la tuberculosis caprina,
podemos decir que supone un problema de sanidad animal de primer orden por las pérdi-
das que ocasiona, y, como hemos visto, con riesgo de convertirse en un problema de salud
publica si no se toman las correspondientes medidas de control. Actualmente, el porcentaje
de explotaciones afectadas supera el 20%, y el n.° de animales positivos a la prueba de la
tuberculina ha ido acusando altibajos, pasando desde un 10.26% en 1990, hasta el 3.84% en
2002, con un repunte hasta el 7.75% en 2003 (73). A la luz de estos datos, vemos que esta-
mos muy lejos de la erradicacion, incluso del control, de la tuberculosis caprina en Espafa, y
por ello, no se puede estar de acuerdo con Acha, P. (1), cuando dice que la prevalencia en los
caprinos parece ser baja, aunque si reconoce un riesgo de transmision al hombre por consu-
mo de leche de cabras afectadas, pero no la transmision directa al hombre por via inhalatoria,
hecho harto demostrado como hemos visto por medio de la epidemiologia molecular (65).

Finalmente, y a modo de resumen, podemos establecer las siguientes conclusiones
sobre la tuberculosis:

1. Se trata de una enfermedad cualitativa y cuantitativamente de grandisima importan-
cia todavia en el mundo, especialmente en los paises menos desarrollados, pero también
en el mundo occidental, por la interaccién de nuevas infecciones, especialmente el VIH, y
por el efecto de las migraciones.

2. Es una enfermedad zoonética, que se transmite de los animales al hombre y vice-
versa, y con una epidemiologia compleja y cambiante, en la que los animales salvajes, los
animales domésticos y el hombre, estan interrelacionados, directa o indirectamente.

3. Por la extraordinaria variabilidad genética de las distintas especies del Complejo
CMTB, el diagnéstico e identificacién de aquéllas es importante, debido a la complejidad
de su epidemiologia. Ademas de las prolijas y lentas técnicas convencionales de aislamien-
to por cultivo e identificacion bioquimica, existe una gran variedad de técnicas de reciente
desarrollo, basadas en la biologia molecular, de fiabilidad y operatividad variables, de gran
interés epidemioldgico, y que son el presente y el futuro de la lucha contra la tuberculosis,
ya que permiten llegar a identificar las cepas y variedades.

4. Los sistemas de notificacion oficial en Espafa adolecen de falta de precisién en el
diagnostico etioldgico, identificandose la especie de micobacteria en un porcentaje bajo
del total de casos. Ademas, existe una clara infradeclaracion. Por todo ello, esta subesti-
mada la incidencia y, por tanto, la importancia, de la tuberculosis zoonética por M. bovis, v,
posiblemente, también la infeccién por M. africanum. Seria, pues, deseable, que mejoraran
los sistemas oficiales de notificacién, y que se incorporaran procedimientos sencillos y
precisos de técnicas moleculares a los estandares del sistema de salud.
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5. Es importante monitorizar los casos de tuberculosis bovina en humanos, especial-
mente aquellos con alto riesgo de infeccién primaria, tales como ganaderos, empleados de
mataderos, veterinarios, etc., e identificar cualquier transmision entre animales y el hombre.
Una combinacién de PCR y RFLP para identificar especies, y de spoligotyping y VNTR para
llegar a los genotipos y a las cepas, son herramientas muy Utiles para discriminar y ca-
racterizar molecularmente, tanto M. bovis como M. tuberculosis, salvando el problema de
las pocas copias que presenta aquél del fragmento IS 6110. Posteriores mejoras en estas
técnicas pueden extender este poder de discriminacién a todo el Complejo CMTB.

6. Es evidente que la tuberculosis zoondtica, transmitida por las especies ganaderas,
representa porcentualmente una minima parte del total de casos en la poblacién humana.
No obstante, hemos de valorar este importante factor de riesgo, pues esa poblacién de
micobacterias son capaces de infectar al hombre, ante situaciones extraordinarias de in-
munodeficiencias o de variaciones en los condicionantes ecoldgicos o medioambientales,
que pueden modificar la epidemiologia de la enfermedad.

7. Por ultimo, hay que resaltar la importancia de una especie en dicha epidemiologia,
hasta ahora poco valorada y estudiada, como es la cabra, en primer lugar por haberse de-
mostrado su transmision directa o indirecta al hombre de la infeccién tuberculosa bovina, y
porque puede estar ocupando el espacio epidemiolégico que ha ido perdiendo el ganado
vacuno, al disminuir en éste drasticamente los niveles de infeccion en las Ultimas décadas
por la presion de las campafas de erradicacion. En segundo lugar, por el considerable
censo y la notable incidencia de la enfermedad entre los efectivos caprinos de determina-
das regiones, lo cual supone un riesgo permanente para la poblacién en contacto con los
animales. La prueba de este riesgo zoondtico es el aislamiento mediante técnicas molecu-
lares, y cada vez en mayor proporcién, en la poblacion humana afectada de M. bovis, de la
subespecie “caprae”, que se diferencia de la subespecie bovis porque ésta es resistente a
la pirazinamida, mientras que aquélla es sensible a dicho farmaco.
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