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El nombre especifico de “Bacterium tuberculosis” fue propuesto por Zopf en 1883 vy,
en 1896, Lehman y Neumann asignaron las especies al género Mycobacterium. A partir de
la observacion de pequefias diferencias entre los microorganismos aislados en humanos y
en ganado, se distinguid entre Mycobacterium tuberculosis hominis y Mycobacterium
tuberculosis bovis. Las cepas de hominis eran aquellas reconocidas como causantes de
enfermedad pulmonar en el hombre, y las de bovis aquellas responsables de tuberculosis en
el ganado, y que podian dar lugar a enfermedad extrapulmonar en el hombre, como
consecuencia de la ingestion de leche de vacas infectadas. ElI primer caso
bacterioldgicamente confirmado de tuberculosis pulmonar bovina se describié en 1909, y las
investigaciones posteriores concluyeron que, entre el 1 y el 3% de los casos de tuberculosis
pulmonar, eran causados por Mycobacterium bovis. El nombre fue oficialmente asignado en
1970 por Karlson y Lessel.

TAXONOMIA Y EPIDEMIOLOGIA

En general, se consideran como agentes etiolégicos de la tuberculosis humana: M.
tuberculosis, M. bovis, Mycobacterium africanum (subtipos | y II), el bacilo de Calmette-
Guérin (BCG), y Mycobacterium microti. Todas estas especies se integran dentro del
complejo de M. tuberculosis. Los miembros de este grupo son micobacterias altamente
relacionadas, que exhiben gran homogeneidad en la secuencia de nucleétidos, a pesar de
sus variaciones en cuanto a poder patdégeno, distribuciobn geografica, epidemiologia,
hospedador preferente y algunas caracteristicas fisioldgicas, tales como la morfologia
colonial, patrones de resistencia y susceptibilidad a inhibidores. La secuencia gendmica de
M. bovis tiene mas de un 99,95% de coincidencia con la de M. tuberculosis. La supresion de
informacion genética ha dado lugar a un tamafio gendmico mas reducido. No se han hallado
genes unicos de M. bovis, hecho que implica que es la diferente expresién génica lo que
condiciona el tropismo del bacilo humano y el bovino.

El género Mycobacterium incluye parasitos obligados, saprofitos y patdégenos
oportunistas, pero el habitat natural de las especies del complejo de M. tuberculosis es el
tejido infectado de humanos y otros animales mamiferos. Mycobacterium bovis causa
tuberculosis en el ganado, los humanos y otros primates, asi como en otros animales como
perros, gatos, cerdos o papagayos. El bacilo de Calmette-Guérin, que es usado como
vacuna antituberculosa en diferentes partes del mundo, tiene las mismas propiedades que
M. bovis, pero con una virulencia mas atenuada. Mycobacterium africanum es causa de
tuberculosis humana en Africa tropical, y representa una forma intermedia entre M.
tuberculosis y M. bovis. Mycobacterium microti causa tuberculosis en roedores, y produce
lesiones locales en cobayas y conejos. Sin embargo, cualquier miembro del complejo de M.
tuberculosis puede producir infeccién en el hombre.

La tuberculosis es la causa mas frecuente de muerte en adultos por un Gnico agente
infeccioso en el mundo. El agente mas comun es M. tuberculosis, pero una proporcion
desconocida de casos es debida a M. bovis. Se calcula que M. bovis es responsable de
aproximadamente un 3% de los casos de tuberculosis en el mundo. Existe una correlacion
entre la erradicacion de la tuberculosis en el ganado y la prevalencia en humanos. En paises



industrializados, el control de la enfermedad en el ganado y la pasteurizacion de la leche ha
reducido drasticamente la incidencia de infeccion por M. bovis. Sin embargo, la tuberculosis
zoondtica esta todavia muy presente en animales en paises en vias de desarrollo, donde las
actividades de control y vigilancia son inadecuadas o no se realizan, y tanto el ganado
domesticado como el salvaje, que actla como reservorio, comparten zonas de pasto. La
epidemia de infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en paises en vias
de desarrollo, particularmente en aquéllos en los que la infeccion por M. bovis esta presente
en animales y las condiciones socio-sanitarias favorecen la transmision zoonoética han
convertido esta infeccion en un serio problema de salud publica.

CUADROS CLINICOS

La infeccién por M. bovis es una zoonosis con una amplia variedad de hospedadores
mamiferos, pero es primariamente un patégeno bovino. EI mecanismo de transmisién en el
ganado es por inhalacion, y también por ingestion y posterior diseminacion hematogena,
hasta alcanzar el pulmdén. La lesion primaria en el pulmén aparece habitualmente en las
areas dorsales, de localizacién subpleural, y se acompafa de un aumento de tamafio de los
ganglios linfaticos bronquiales. En el ganado, el 80-90% de las lesiones son pulmonares vy,
menos frecuentemente, estan implicados higado, rifién o bazo.

La infeccion primaria en los humanos puede tener lugar por inhalacion o por
ingestion. Cuando la via de transmision es por inhalacidén de aerosoles, a partir de ganado
enfermo, se asume que la infeccion primaria ocurrira en el pulmén, con mayor probabilidad
de reactivacion en el tracto respiratorio y ocasional diseminacion a 6érganos distantes. La
infeccion primaria da lugar a un sindrome pseudogripal, con tos seca, y la progresion de la
enfermedad puede dar lugar a tos productiva, fatiga, dolor toracico o sintomas tardios en un
lugar extrapulmonar. Cuando la via de transmision es la ingestion o manipulacion de leche
contaminada, no pasteurizada, son mas frecuentes la linfadenopatia cervical (escrofula), las
lesiones intestinales o las cutaneas. Entre cinco y ocho semanas después de la ingesta de
M. bovis, se inicia fiebre, odinofagia y linfadenopatia cervical. También se han descrito
gastralgia y aumento de tamafio de los ganglios mesentéricos, con o sin eritema nodoso. La
reactivacion tendré lugar en un érgano abdominal, como la forma clasica de ileitis terminal
(signo de la cuerda), o bien en un érgano distante, por diseminacién hematdgena.

En regiones donde la tuberculosis bovina ha sido eliminada, se presentan algunos
casos residuales como resultado de la reactivacion de lesiones preexistentes, siendo mas
frecuentes las formas extrapulmonares. El caracter relativamente microaerofilo de M. bovis
contrasta con el aerobio de M. tuberculosis. Esto explica por qué M. tuberculosis se asocia
mas comunmente con enfermedad pulmonar, mientras que M. bovis se asocia con mayor
frecuencia con formas extrapulmonares. El aislamiento en una muestra pulmonar y
extrapulmonar de forma concomitante es relativamente frecuente. Entre las formas
extrapulmonares destacan la genitourinaria (infrecuente como infeccion primaria), la
linfadenitis y las infecciones osteoarticulares. También se ha descrito la infeccion conjuntival.

La enfermedad producida por M. bovis en humanos es virtualmente indistinguible de
la causada por M. tuberculosis, tanto clinica como histolégicamente. Se considera que M.
bovis sélo constituye una pequefia proporcion de los aislamientos en adultos con
tuberculosis debido a que el microorganismo presenta una baja tendencia a la reactivacion.
En la mayoria de ocasiones no se practica el diagnéstico de especie, y la fuente de infeccion
permanece desconocida.

En la mayoria de los paises en vias de desarrollo la tuberculosis es la infeccion
oportunista mas frecuente asociada con la infeccién por el VIH. En general, se considera
que M. bovis es menos virulento que M. tuberculosis en humanos y que, por consiguiente,
es menos frecuente la enfermedad post-primaria. De la misma forma, la transmision



interhumana es rara. Sin embargo, esta diferencia en la virulencia es el resultado de las
diferencias en la respuesta immune del hospedador y, si estd inmunodeprimido por el VIH, la
enfermedad manifiesta por M. bovis puede ser mas frecuente. Entre 1995 y 1998 se
describi6 en Espafia un brote de infeccibn por M. bovis multirresistente en pacientes
infectados por el VIH. El tipaje molecular (RFLP y spoligotyping) mostré que una Unica cepa
causo el brote. La cepa presentaba alta transmisibilidad entre los pacientes infectados por
ese virus, asi como resistencia a la isoniacida, rifampicina, etambutol, pirazinamida,
estreptomicina, acido p-aminosalicilico, claritromicina, ofloxacino, capreomicina, cicloserina y
amikacina. Respecto a M. bovis BCG, existen casos aislados de infeccién en individuos
inmunodeprimidos y pacientes afectos de neoplasia de vejiga urinaria tratados con BCG
intravesical.

DIAGNOSTICO

El diagnostico se establece en base a la clinica, epidemiologia, observacion directa
de bacilos acido alcohol resistentes en muestras del lugar de infeccion y aislamiento de la
micobacteria en cultivo. La diferenciacion entre M. bovis y M. tuberculosis se basaba,
inicialmente, en las caracteristicas del cultivo y en morfologia colonial, asi como en el
crecimiento muy lento y disgénico de M. bovis. Sin embargo, el crecimiento eugonico de M.
tuberculosis no se presenta de forma invariable. Las pruebas bioquimicas, muy laboriosas,
no se realizan en la mayoria de laboratorios. La identificacion de las especies del complejo
de M. tuberculosis tiene, en general, un interés epidemioldgico, pero la distincion es
importante al tener en cuenta que M. bovis presenta resistencia natural a la pirazinamida,
usada frecuentemente en los regimenes terapéuticos.

Identificacion microbioldgica

Las micobacterias son bacilos aerobios, inméviles y no formadores de esporas, con
un alto contenido de lipidos de alto peso molecular en su pared. Mycobacterium bovis crece
mas lentamente que M. tuberculosis, es microaerofilo y tiene una temperatura 6ptima de
crecimiento de 37 °C. La morfologia colonial de M. bovis es disg6nica y no cromégena.

Identificacion bioquimica

Se utilizan diversas pruebas bioquimicas para distinguir M. bovis de M. tuberculosis.
A diferencia de este ultimo, las pruebas de produccién de niacina y de reduccién de nitratos
son negativos en M. bovis, pero el resto de caracteristicas bioquimicas son indistinguibles:
produce catalasa termosensible (positiva a temperatura ambiente e inactivada a 68°C) y la
tolerancia a la sal es negativa. El crecimiento en medio Léwenstein-Jensen es pobre en
presencia de glicerol, y mejor en presencia de piruvato. El medio BACTEC (Becton
Dickinson) no contiene glicerol, por lo que favorece el crecimiento de M. bovis. A diferencia
de M. tuberculosis, el crecimiento de M. bovis es inhibido por la TCH (hidracida del acido
tiofeno-2-carboxilico) a una concentracion de 5 pg/ml. Mycobacterium bovis presenta
resistencia natural a la pirazinamida, como farmaco antituberculoso de primera linea, y una
actividad pirazinamidasica defectiva. También se puede diferenciar de M. africanum por la
resistencia a la pirazinamida. La cepa BCG de M. bovis presenta, ademas, resistencia a la
cicloserina, farmaco antituberculoso de segunda linea, asi como una fuerte actividad
ureasica.

Los resultados de las pruebas bioquimicas convencionales son a menudo ambiguos,
dificiles de reproducir y, en cualquier caso, el tiempo requerido para su realizacion es largo,
dado que se requiere un crecimiento abundante. Ademas, se han descrito cepas de M. bovis
sensibles a la pirazinamida. En la tabla 1 se describen las principales caracteristicas de los
miembros del complejo de M. tuberculosis.



Tabla 1. Principales caracteristicas de los miembros del complejo M. tuberculosis®.

M. tuberculosis M. africanum M. bovis M. bovis BCG
Niacina + + - -
Nitratasa + b - -
Ureasa +/- + +/- +
Tipo respiratorio Aerobio Microaerdfilo Microaerdfilo Aerobio
TCH (5ug/ml) R s° S S
Pirazinamida S S =& R
Cicloserina S S S R

®Abreviaturas. TCH: hidracida del acido tiofeno-2-carboxilico; S: sensible; R: resistente.
®+ en la subespecie |I.

‘R en la subespecie Il.

‘S en la subespecie caprae.

Identificacion por técnicas de biologia molecular

La aplicacion de técnicas de biologia molecular en la identificacion de micobacterias
aisladas a partir de medio liquido o sélido permite establecer diagndsticos mas rapidos y
fiables. La mayor parte de técnicas comercializadas se basan en la amplificacion, mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de secuencias génicas especificas de
especies del género Mycobacterium que son de utilidad para distinguir los miembros del
complejo de M. tuberculosis de otras micobacterias, pero no entre ellos, debido a la
invariabilidad genética de los loci mas frecuentemente usados como diana. Las técnicas y
secuencias mas utilizadas son las siguientes:

e« Técnicas de hibridacion. La secuencia mas frecuentemente utilizada es la del gen
ribosomal que codifica la 16S rRNA, que esta bastante conservado, pero tiene zonas
variables con secuencias de nucle6tidos especificas de género y especie, que son las
gue se amplifican. Esta secuencia es la diana de las sondas de DNA comercializadas de
AccuProbe® (Gen Probe, bioMérieux).

e Técnicas de amplificaciéon e hibridacién con sondas especificas. El sistema
GenoType (Hain Lifescience) utiliza otra secuencia que también contiene regiones
conservadas y variables, la que codifica para el 23S rRNA. El sistema Inno-LIPA®
Mycobacteria (Innogenetics) combina una técnica de PCR disefiada para amplificar la
region espaciadora 16S-23S rRNA (ITS, internal transcribed spacers), que muestra
mayor variabilidad, seguida de hibridacion reversa en tiras de nitrocelulosa con sondas
especificas para varias especies diferentes.

» Técnicas de amplificacion y corte con enzimas de restriccion. El gen hsp 65 (que
codifica la proteina de 65 kD heat shock protein) es el que mas frecuentemente se
amplifica en el sistema PRA (PCR restriction enzyme analysis) en que la PCR va
seguida de una digestion con dos enzimas de restriccion y observacion posterior de los
fragmentos obtenidos en gel de agarosa tras tincion con bromuro de etidio. Los patrones
de restriccion obtenidos son especificos de las distintas especies de micobacterias.

* Secuenciacion. Se basa en la amplificacion y posterior secuenciacion de un fragmento
de alguno de estos genes. Esta técnica ha permitido describir nuevas especies de
micobacterias, particularmente a partir del analisis de 16S rDNA.

A partir de la identificacion fenotipica o genotipica como complejo de M. tuberculosis,
la realizacion de estudios de sensibilidad (mediante el sistema BACTEC, Becton Dickinson)
mostrando resistencia a la pirazinamida dara una identificacion Unicamente presuntiva de
M. bovis. Se han desarrollado también técnicas de PCR que detectan una mutacién puntual
en el gen de la enzima pirazinamidasa (pncA), ausente en M. bovis dando lugar a



resistencia a pirazinamida. Sin embargo, se han descrito subtipos de M. bovis sensibles a
pirazinamida.

Se han evaluado diversos métodos moleculares para identificar las diferentes
especies que integran el complejo de M. tuberculosis. Las técnicas basadas en PCR
seguida de andlisis RFLP (restriction fragment length polymorphism) son el método de
referencia para identificar cepas individuales de M. tuberculosis; la secuencia de insercién
IS6110, altamente conservada en el DNA de las micobacterias pertenecientes al complejo
de M. tuberculosis, presenta numerosas copias en el cromosoma de M. tuberculosis (10-20),
en localizaciones muy variables, mientras M. bovis se caracteriza por contener Unicamente
entre una y cinco copias del fragmento 1S6110. Estas técnicas, por si solas, no pueden ser
utilizadas eficientemente para clasificar taxonémicamente los miembros del complejo de M.
tuberculosis. Las cepas con escaso numero de copias de I1S6110 deben ser tipificadas por la
técnica de spoligotyping (spacer oligonucleotide typing), que detecta la presencia o
ausencia de secuencias espaciadoras variables dentro de la regién DR (direct repeat locus).
Los espaciadores en la regibn DR son amplificados por PCR y detectados por hibridacién
del producto de PCR marcado con biotina con una membrana que tiene unidos los
oligonucleodtidos derivados de las secuencias espaciadoras. Los aislados de M. bovis
presentan la tipica ausencia de los espaciadores 39 a 43. Mediante esta técnica se ha
podido distinguir especies sensibles a la pirazinamida, que se han denominado M. bovis
subtipo caprae, detectadas por la ausencia de los espaciadores 3 a 16 como patron
“spoligotype”, mientras que el subtipo resistente se ha denominado M. bovis subtipo bovis.

La capacidad de discriminacion mediante spoligotyping es aun limitada. La PCR-
RFLP de otros genes como gyrA, katG, pncA, oxyR, hsp65 y gyrB ha resultado de mayor
utilidad, especialmente el analisis del polimorfismo de la secuencia de gyrB. Recientemente,
Huard et al han desarrollado un panel de tipaje por PCR para el complejo de M. tuberculosis
que detecta “regiones de diferencia” en diversos loci cromosémicos que representan
supresiones gendmicas que distinguen las diferentes subespecies. Por ejemplo, la ausencia
del gen Rv1510 diferencia M. bovis y M. bovis BCG de las otras subespecies. Usando
conjuntamente primers para distintas regiones, es posible obtener un patrén de amplificacion
para cada especie. En la figura 1 se presentan los resultados obtenidos mediante este
panel. Ni esta técnica ni el analisis del polimorfismo de gyrB permiten la distincién entre M.
tuberculosis y M. africanum subtipo II.

M tiberculosis M. afric |:’HH'H'J'F M.afri u.mmm
subiy p:. subity pL
1234567 2 L) 1 3 id4 5 6
M. bovis M bovis BCG _ Mcaprae
234 56 1 234 56 7 _14\(1
M. microti "M.canertii” M(}I I

2 34 5 6 7 234 5 6 7 'i-l“fl?

Figura 1. Resultados del panel de tipaje por PCR de los miembros del complejo M.
tuberculosis, asi como un ejemplo de micobacteria no perteneciente al grupo MOTT
(Mycobacteria other than M. tuberculosis complex). Tomado de Huard RC et al (citado
en la Bibliografia).



TRATAMIENTO

Se recomienda tratar la infeccion por M. bovis con cuatro antituberculosos:
isoniacida, rifampicina, estreptomicina y etambutol, excluyendo la pirazinamida si se
sospecha esta etiologia. Es aconsejable la realizacion de estudios de sensibilidad con el
objetivo de identificar la cepa, asi como para excluir resistencias.

COMENTARIOS AL CASO CLINICO PRESENTADO EN EL CONTROL

El caso clinico presentado en el control es el de un paciente de 32 afios, procedente
de Marruecos, que es atendido en el hospital por un cuadro de astenia, anorexia, pérdida de
peso y sudor nocturno, tos con escasa expectoracion y febricula de dos meses de evolucion.
En la radiografia de térax se observaba un ligero infiltrado no cavitado localizado en el I6bulo
superior izquierdo. La prueba de la tuberculina con PPD fue positiva. Se obtuvieron tres
muestras consecutivas de esputo para tincion y cultivo de micobacterias. Las tinciones
fueron negativas pero, a los 32 dias, crecieron en Lowenstein-Jensen unas colonias de
bacilos &cido-alcohol resistentes.

Aunque en Marruecos se aplican ciertas medidas de control, segun el informe
presentado por la OMS en 1998 (Cosivi et al) se considera que aproximadamente el 85% del
ganado y el 82% de la poblacion humana en el continente africano estan en areas donde no
se controla, o so6lo parcialmente, la tuberculosis bovina. En el caso presentado, la forma de
presentacibn pulmonar, es probablemente secundaria a infeccion preexistente. El
tratamiento empirico aconsejable seria con cuatro farmacos hasta identificacion y
antibiograma. La cepa presentd un crecimiento lento, compatible con M. bovis. En este caso
seria recomendable la identificacion como perteneciente al complejo de Mycobacterium
tuberculosis mediante técnicas fenotipicas o genotipicas, y la realizacion de estudios de
susceptibilidad in vitro, por el hecho de tratarse de un paciente inmigrante, con el objetivo de
detectar la resistencia a la pirazinamida e identificacion presuntiva de M. bovis, asi como la
posible existencia de resistencias asociadas. La identificacion por técnicas especificas de
biologia molecular se reservaria a los laboratorios de referencia.
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