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Resumen

Las especies Mpycobacterium bovis y Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosisson los agentes causales de latuberculosisy la paratuberculosis
en animales, respectivamente. Ademdas, ambas micobacterias, pero
fundamentalmente M. bovis, sonimportantes para la salud pablica, ya que pueden
infectar a los humanos. Debido a esto Gltimo y al impacto de la tuberculosis y la
paratuberculosis en la produccién animal, en los (ltimos afios se ha producido un
avance significativo en los conocimientos de ambos agentes patégenos y de la
interaccion con sus hospedadores. En este articulo describiremos la contribucion
de la gendémica y la gendmica funcional a los estudios de evolucion, virulencia,

epidemiologia y diagndstico de ambas micobacterias patégenas.

Palabras clave

Diagnéstico — Epidemiologia — Evolucién — Gendmica — Micobacterias — Paratuberculosis
— Tuberculosis — Virulencia.

Introduccién

El género Mycobacterium engloba agentes patdgenos
conocidos que causan enfermedades graves, como la
tuberculosis o la lepra de los mamiferos. Muchas especies
patogenas de este género se encuentran en el complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) y causan tuberculosis en
varios mamiferos, incluido el ser humano. Las especies del
MTBC y sus hospedadores principales, que se indican entre
paréntesis, son: Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium
africanum  (humanos), Mycobacterium bovis  (bovinos),
Mycobacterium microti  (topillos), Mycobacterium  canettii
(humanos y animales), Mycobacterium caprae (rumiantes y
humanos), Mycobacterium pinnipedii (mamiferos marinos),
Mycobacterium orygis (animales y humanos en Africa y Asia),
Mycobacterium suricattae (suricatas) y Mycobacterium mungi
(mangostas).

Otro importante grupo de micobacterias lo compone el
complejo Mycobacterium avium (MAC). Los miembros
de este complejo comprenden desde micobacterias
ambientales, que causan infecciones oportunistas en
humanos inmunocomprometidos, hasta agentes patogenos
de aves y otros animales de interés pecuario. EI MAC
esta formado por las subespecies M. avium subsp. avium,
M. avium subsp. hominissuis, M. avium subsp. silvaticum y
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M. avium subsp. paratuberculosis (MAP). La especie mas
importante en veterinaria es MAP, fundamentalmente por
causar la paratuberculosis, una enteritis granulomatosa que
genera enormes consecuencias econémicas en la produccion
de rumiantes y que tiene potencial zoonético porque puede
causar la enfermedad de Crohn en humanos (1, 2).

M. bovis es el agente causal de la tuberculosis bovina y una
de las dos especies del género Mycobacterium, junto con
MAP, de mayor impacto en la produccion pecuaria. Por este
motivo, en este articulo describimos la contribucion de las
herramientas genomicas al estudio de ambas especies.

Evolucion

La secuenciacion masiva de genomas ha permitido
identificar al menos 150 especies del género Mycobacterium,
que se dividen en dos grandes grupos: las micobacterias de
crecimiento rapido, entre las que se encuentra la mayoria de
las especies saprofitas de vida libre ampliamente distribuidas
en el medio ambiente, y las de crecimiento lento, que
incluyen las especies de los complejos MTBC y MAC, asi
como M. intracellulare, todas ellas agentes patégenos de
mamiferos y aves (3).
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La comparacion de genomas de especies de micobacterias
con otras especies relacionadas filogenéticamente,
como Corynebacterium o Streptomyces, indicaria que una
particularidad del género Mycobacterium es la expansion de
genes del metabolismo de lipidos. Asimismo, entre especies
de micobacterias patégenas y de vida libre se produjo
una expansion de genes relacionados con el metabolismo
de los acidos grasos saturados, genes relacionados con
el molibdeno, y genes relacionados con la reparacion,
recombinacion y replicacion del ADN, en el caso de las
primeras. Es probable que, en sus origenes, el genoma de
las micobacterias se modelara por transferencia genética y
duplicacion de genes (4). Sin embargo, y a diferencia de lo
que se postula para algunas especies de micobacterias no
tuberculosas (5), segtin lo observado en estudios gendmicos
(6) practicamente no existe intercambio genético entre
miembros del MTBC.

Debido a su gran variedad de hospedadores, inicialmente
la especie M. bovis se propuso como el ancestro comun del
que derivaron agentes patogenos con nichos biolégicos
restringidos, como M. tuberculosis. Sin embargo, a partir de
la secuenciacion del primer genoma de M. tuberculosis, el
de la cepa H37Ryv, se planted un nuevo escenario evolutivo
para el MTBC. De acuerdo con el analisis genémico
de regiones diferenciales entre especies, se establecio
como ancestro comun del MTBC a M. tuberculosis (7).
Posteriormente, la secuenciacion de genomas confirmo
este escenario evolutivo, con M. tuberculosis como la mas
ancestral, seguida de M. bovis y, por ultimo, del bacilo de
Calmette-Guérin (BCG).

La secuencia gendmica completa de M. bovis se publico en
junio de 2003 (8), cinco afos después de la publicacion de
la secuencia gendmica de M. tuberculosis (9). El genoma de
M. bovis es en mas de un 99,95% idéntico al de M. tuberculosis,
pero posee siete deleciones de tamanos comprendidos entre
1y 12,7 kb y que se denominan RD (region deleted). Asi,
en términos generales, se podria establecer que la principal
fuerza evolutiva que model6 el genoma de M. bovis ha
sido la delecion génica. Es interesante el hallazgo que
demuestra que muchos de los genes ausentes o alterados en
M. bovis lo estan también en M. leprae, un agente patogeno
intracelular obligado que sufri6 una reduccion gendmica
considerable (8).

A pesar de los importantes avances logrados en el
conocimiento de los mecanismos evolutivos que llevaron
al surgimiento de las especies del MTBC vy, en particular,
de M. bovis, todavia es dificil explicar como esta
bacteria, un microorganismo cuyo genoma ha sufrido
fundamentalmente pérdida de regiones gendmicas y que
no posee genes exclusivos, habita un nicho biolégico mas
amplio que su ancestro, M. tuberculosis. Seguramente, parte
de la respuesta se encuentre en las mas de 1.200 mutaciones
de nucledtido unico (polimorfismos de nucledtido
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unico: SNP) en regiones codificantes o genes que diferencian
a M. bovis de M. tuberculosis. Los genes mas variables entre
ambas especies son aquellos relacionados con proteinas de
la pared y secretadas. En particular, se observa una variacion
muy extensa en los genes relacionados con las familias de
proteinas PE-PGRS y PPE (8). Estas proteinas se expresan en
la superficie de las micobacterias y se cree que proporcionan
en gran medida la variacién antigénica que provoca las
diferentes respuestas inmunitarias frente a M. tuberculosis,
mas del 10% de cuyo genoma esta formado por estos genes
(10). En M. bovis también estan afectados algunos de los
genes de la familia de antigenos ESAT-6. La proteina ESAT-6
es un poderoso antigeno estimulador de la respuesta celular
de tipo T y forma parte de una familia de mas de 20 proteinas,
entre las que se encuentran otros antigenos de tipo T, como
CFP10y CFP7 (11). Debido a su efecto amplificador, también
es destacable el hallazgo de variantes génicas o mutaciones
en genes que codifican reguladores transcripcionales y que
determinan diferencias entre M. bovis y M. tuberculosis. En
un total de 206 reguladores transcripcionales y sistemas de
dos componentes, identificamos 19 genes con uno o mas
SNP no sinénimos (datos no publicados) y un gen que
codifica un regulador truncado (Rv0931¢) en M. bovis (12).
Asimismo, recientemente se ha propuesto que en la mayoria
de las cepas de M. bovis una mutacion en el gen phoR podria
explicar la baja transmision de esta especie a los humanos.
PhoR y PhoP conforman un sistema de dos componentes
que activa la expresion de numerosas proteinas relevantes
para la interaccion de M. tuberculosis con el hospedador
(13). También es relevante el alto nivel de expresion de los
antigenos humorales MPB70 y MPB83 en el bacilo bovino
con respecto al humano debido a una mutacion en un
gen que codifica una proteina reguladora de la expresion
génica (14), asi como los polimorfismos entre M. bovis y
M. tuberculosis en cuanto a varios genes involucrados en la
sintesis o transporte de lipidos complejos (8).

En los ultimos anos, la secuenciacion masiva de ARN
(que ha generado el denominado transcriptoma)
también ha contribuido al conocimiento de los procesos
evolutivos que llevaron a la especiacion y a la adaptacion
a los distintos nichos biolégicos de las micobacterias. Los
estudios transcriptomicos entre dos especies de linajes
relativamente cercanos, M. bovis y M. marinum (esta ultima
considerada una especie con caracteristicas genomicas
del tipo de las micobacterias ambientales y con una gran
variedad de hospedadores), si bien muestran un alto
grado de conservacion en sus transcriptomas, sugieren
que una importante fuerza evolutiva que diferencié ambos
transcriptomas fue el hecho de que hubiera mas regiones
promotoras (cajas -10) en M. bovis que en M. marinum (15).
Entre las especies evolutivamente muy cercanas y del mismo
complejo, como M. bovis y M. tuberculosis, las diferencias
a nivel de transcriptoma se deben fundamentalmente
a SNP en las regiones promotoras (15). Por otro lado, la
combinacion de analisis genomicos y transcriptomicos ha
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permitido descubrir que la presencia de SNP en las cadenas
antisentido lleva a la produccion de ARN no codificantes
que regulan la expresion génica a través de mecanismos de
degradacion o inhibicion de la transcripcion de sus ARNm
complementarios (16).

En cuanto al complejo M. avium, el primer genoma
completamente descifrado fue el de la cepa bovina
M. paratuberculosis K-10 (17). El genoma de la misma es
un cromosoma circular de 4 829 781 pares de bases (pb) y
codifica 4 350 marcos de lectura abiertos (ORF), 45 ARNt
y un operon de ARNr. Se sabe que la principal diferencia
entre MAP y los otros miembros del MAC es la presencia
de entre 14 y 18 copias de la secuencia de insercion (IS)
1S900 a lo largo de todo su genoma (18). Esta secuencia
de 1.451 pb se convirtié en una herramienta muy util para
el diagnostico diferencial de esta micobacteria, y tanto
fue asi que el analisis de los patrones de polimorfismo de
esta secuencia permitio subclasificar a MAP en los tipos
I o MAP-S (frecuente en ovinos) y Il o MAP-C (frecuente
en bovinos y caprinos). Existe un tercer tipo de MAP
originalmente aislado de un bisonte en EE.UU. (19). Este
tipo, denominado «tipo Bison», también se ha aislado en la
India de bisontes y humanos (20).

A partir de la secuenciacion de varias cepas del MAC, se
establecio el probable escenario evolutivo de los miembros
de este complejo. Uno de los modelos propone una primera
fase en la que un clon ancestral de M. hominissuis evoluciona
a través de inversiones en el genoma, asi como por
adquisicion y pérdida de secuencias genomicas, originando
dos clones patégenos independientes. Uno contiene
M. avium y M. hominissuis, y el otro origina el progenitor de
MAP, también conocido como proto-MAP. En una segunda
fase, los dos principales linajes de MAP, MAP-S y MAP-C,
surgirian tras eventos genémicos independientes a partir del
clon original de proto-MAP (21). En un escenario evolutivo
ligeramente diferente se propone que la cepa ancestral
comun M. hominissuis originaria la cepa MAP-S y que, a
continuacion, tendrfa lugar un segundo evento genomico
que darfa lugar a MAP-C (22). Un analisis ulterior, que se
baso en la comparacion de la secuencia de insercion 1S1311
y cuyo objetivo era comprender la evolucion del tipo Bison,
confirmaria la tltima hipdtesis, es decir, que M. hominissuis
es la cepa progenitora que origind MAP-S, y que esta
evolucion¢ al linaje MAP-C, dando lugar posteriormente al
tipo Bison de EE.UU. y, luego, al tipo Bison de la India (23).

Virulencia

A pesar de su estrecha relacion genética, los miembros del
MTBC poseen un perfil de virulencia muy variado. El efecto
de la virulencia en la patogenia, en el diagnostico y en la
eficacia de las vacunas se ha estudiado exhaustivamente
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en M. tuberculosis (24, 25, 26); sin embargo, todavia se
dispone de muy poca informacion relativa a M. bovis.

Existen numerosos trabajos cuyo objetivo es relacionar la
virulencia de una especie o cepa con su perfil genético.
Un ejemplo es el estudio comparativo entre dos cepas de
M. bovis (04-303 y 534) aisladas de un jabali de La Pampa
y de un bovino de la provincia de Santa Fé, ambas regiones
en Argentina. Si bien las dos cepas estan filogenéticamente
relacionadas, presentaron un fenotipo de virulencia muy
diferente cuando se probaron en diversos hospedadores,
ya que la cepa aislada del jabali mostr6 una virulencia
exacerbada (27, 28). Continuando con los estudios
comparativos entre ambas, se definieron las diferencias en
sus transcriptomas in vitro (29). Asi, mediante técnicas de
microchips de ADN y reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) se demostré que
los genes mce4D, Mb2607/Mb2608 y Mb3706¢ estaban
sobreexpresados en la cepa virulenta 04-303, mientras
que alkB, Mb3277c y Mb1077 estaban sobreexpresados en
la cepa atenuada 534. Ademads, se identificaron 49 genes
que se expresaban de forma distinta en ambas cepas, un
total de 35 genes se expresaban mas en la cepa virulenta
y 14 genes se expresaban mas en la atenuada. La mayoria
de los genes cuya expresion varia segin la cepa, durante
el cultivo in vitro mostraron la misma expresion diferencial
dentro del macrofago bovino. Estos resultados indicarian
que existen diferencias en los patrones de expresion
génica que podrian explicar las diferencias fenotipicas en
la virulencia de ambas cepas. Posteriormente, los genomas
de estas dos cepas argentinas se secuenciaron (30, datos
aun no publicados), y a partir de estos datos se analizaron
las secuencias de 345 genes relacionados con la virulencia
usando el genoma AF2122/97 como cepa de referencia.
Se logroé identificar mutaciones en 11 de estos genes en la
cepa 04-303 y 15 en la cepa 534, respecto a AF2122/97.
Las mutaciones no sinénimas que predicen cambios de
aminoacidos se localizaron en los genes hrcA, hpx y esat6
de la cepa virulenta 04-303, y en los genes irtA, pks10, clgR
y tetR de la cepa atenuada 534. La mutacion en hrcA de
la cepa 04-303 parece ser particularmente importante, ya
que codifica el represor transcripcional de shock térmico
HrcA. Este regulador transcripcional participa en el
control transcripcional de la familia de proteinas de shock
térmico Hsp60/GroES (31), consideradas relevantes para la
virulencia de varios agentes patdgenos (32).

A pesar de los intensos esfuerzos de investigacion, todavia
hay poca informacion sobre las bases moleculares de la
patogenicidad de MAP. En cuanto a las diferencias entre
MAP y los otros miembros del MAC y del MTBC, una de las
mas destacables es la ausencia de produccion de micobactina
(un compuesto sideroforo) en MAP. En M. tuberculosis, se
describio que el transporte de hierro se asocia a un grupo
de diez genes (mbtA a la J) (33). El analisis del genoma
de MAP revel6 que el primero de los diez genes, mbtA, es
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mas corto que en M. bovis, M. tuberculosis y M. avium. Se
cree el truncamiento de este gen, el cual desempefia una
funcion crucial en la cascada de reacciones que dan lugar
a la produccion de micobactina, es el motivo por el que la
produccion de este compuesto esta atenuada en MAP (17),
lo cual hace necesario anadirlo al medio de cultivo que se
usa para el crecimiento in vitro.

Otra diferencia de MAP con respecto a M. tuberculosis es
que tiene un menor numero de proteinas de la familia PE/
PPE. En MAP, solamente existen seis genes codificantes
de proteinas PE y 36 genes que codifican proteinas PPE
homologos (lo cual constituye el 1% del genoma), en
comparacion con los 38 y 68 que existen en M. tuberculosis,
respectivamente (17). En MAP tampoco se observan los
genes codificantes de la subfamilia de proteinas PE-PGRS,
lo cual puede sugerir una respuesta inmunitaria mas escasa
y menos variable que en M. tuberculosis y en M. bovis.

Entre los factores de virulencia del género Mycobacterium
destacan los genes mce, cuyos productos de expresion génica
son esenciales para la entrada celular y la supervivencia en
el interior de los macrofagos (34, 35, 36, 37, 38, 39). En
MAP, los genes mce se encuentran formando ocho operones
que estan distribuidos a lo largo de todo el genoma,
de los cuales mce5 y mce7, al igual que en M. smegmatis,
estan presentes en dos copias. Una comparacion entre el
genoma de MAP K10 y el genoma de otros integrantes del
MAC revelo diferencias significativas en varias regiones
del genoma. Una de estas regiones incluye cuatro ORF
del genoma de MAP (MAP2189, MAP2190, MAP2192 y
MAP2193), homologos respecto a la familia mce, que se
clasificaron como divergentes en el genoma de las cepas
del MAC no pertenecientes a la subespecie paratuberculosis
(40). Esto podria conferir a MAP una ventaja especifica en
cuanto a la infeccion de macrofagos y/o a los mecanismos
de virulencia. De hecho, existe un trabajo reciente en el
que se describe que una mutante natural de MAP con una
delecion de una region de 16 kb que incluye un operon
mce entero y genes PE/PPE muestra una reduccion en su
capacidad de sobrevivir en diferentes modelos celulares, lo
cual respalda la teoria de que estos genes son fundamentales
para la virulencia de MAP (41).

Otro factor de virulencia muy importante en el género
Mycobacterium es el de los &acidos micélicos de su
pared celular, responsables de la entrada en las células
hospedadoras y de suprimir o eludir los mecanismos
de defensa del sistema inmunitario. En un analisis del
genoma de MAP, se encontraron aproximadamente 80
genes mas que en M. tuberculosis presuntamente implicados
en el metabolismo lipidico. Esta diferencia entre MAP
y M. tuberculosis indica que podria haber variaciones en
el metabolismo y en la biosintesis de lipidos que pueden
desempenar un papel en la presencia/ausencia de antigenos
en la superficie celular, lo cual afectaria a los mecanismos de
defensa inmunitaria del hospedador (17).
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Epidemiologia molecular

El método de referencia para la tipificacion de M. tuberculosis
es el analisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP) utilizando como sonda la secuencia
de insercion 1S6110. Sin embargo, como la mayoria de las
cepas de M. bovis poseen una tnica copia de este elemento,
este método tiene poca utilidad. Con otras sondas, como la
de repeticiones directas (DR) o las del tipo polimorfismo
de regiones ricas en guanina y citocina (PGRS) aumenta
la diferenciacion, aunque también la complejidad de la
interpretacion de los resultados.

La epidemiologia molecular de la tuberculosis bovina se ha
facilitado con la implementacion de técnicas basadas en la
PCR, ya que se ha reducido el tiempo necesario para obtener
los resultados, no se requieren grandes cantidades de ADN
para su realizacion y, en algunos casos, se puede llevar a cabo
directamente con material clinico sin previo aislamiento.
Una de las mas difundidas es la técnica de hibridacion
reversa de espoligotipificacion (42). La presencia o ausencia
de secuencias polimorficas, denominadas «espaciadores»,
definen patrones de hibridacion o espoligotipos y permiten
la diferenciacion interespecie e intraespecie dentro del
MTBC (42). La espoligotipificacion es la mejor opcion para
estudios a gran escala porque permite establecer relaciones
distantes en el tiempo. Asi, se ha identificado un espoligotipo
(SB0140) predominante en aquellos paises que han tenido
relaciones comerciales con el Reino Unido (43) y que, junto
con su ancestro, el SB0O130, constituye el complejo clonal
Europa 1, ambos sin el espaciador 11 (44). También se
han descrito otros complejos clonales, como el Europa 2,
dominante en la peninsula Ibérica y que se caracteriza por
la ausencia del espaciador 21 (45); el Africa 1, identificado
por la ausencia del espaciador 30 y prevalente en distintos
paises del oeste de Africa (46), y el Africa 2, carente de los
espaciadores tres a siete y que se encuentra en el este de
Africa (47).

Para establecer asociaciones recientes en el tiempo es
necesaria la utilizacion de marcadores mas discriminatorios,
como las repeticiones en tandem de numero variable
(VNTR), en concreto, las principales repeticiones
polimorficas en tandem (MPTR) (48), las repeticiones
exactas en tandem (ETR) (49, 50) y las unidades repetitivas
interespaciadas de micobacterias (MIRU) (51). El poder
discriminatorio maximo se logra combinando 24 lodi,
que son MIRU2, MIRU4 (ETR D); MIRU10, MIRU16,
MIRU20, MIRU23, MIRU24, MIRU26, MIRU27 (QUB5),
MIRU31 (ETR E), MIRU39, MIRU40, ETR A, ETR B, ETR
C, Mtub04, Mtub21, Mtub29, Mtub30, Mtub34, Mtub39,
QUBL11B, QUB26 y QUB4156 (52), aunque con 15 se
logra el 96% del total de la resolucién. Recientemente,
este esquema se ha optimizado para muestras de lavados
broncoalveolares (53). También se han descrito otros
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paneles de VNTR reducidos para M. bovis, dependiendo de
la estructura poblacional y de la situacion epidemiologica de
cada region (54, 55). La genotipificacion permite resolver
casos concretos. Precisamente, en Argentina se ha podido
demostrar por primera vez la transmision de un mismo clon
de M. bovis entre dos humanos (56).

La secuenciacion completa de genomas (WGS) es una nueva
herramienta que podria incorporarse a los programas de
control y vigilancia de la tuberculosis, pues en M. tuberculosis
la tasa de mutacion del genoma es baja, de 0,39 SNP
por genoma al afio (57). En comparacion la capacidad
discriminatoria de los métodos moleculares tradicionales
es baja, en particular en regiones donde se ha alcanzado
una prevalencia baja. La WGS es rapida y confiable, aunque
aan de alto costo; en ocasiones, la informacion que genera
se almacena en bases de datos publicas (TB Database:
www.tbdb.org, Wellcome Trust Sanger Institute: www.sanger.
ac.uk/resources/downloads/bacteria/mycobacterium.html,
TuberculList:  genolist.pasteur.fr/TubercuList, ~ BoviList:
genolist.pasteur.fr/BovilList, NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov/
genome). Ademas, informa respecto de la fisiologia, el perfil
de virulencia y la resistencia a los farmacos que presenta el
agente patogeno prevalente, por lo que se esta incorporando
rapidamente como herramienta para el diagnoéstico y los
estudios epidemiologicos.

El analisis simultaneo de SNP de distintos genes se conoce
como tipificacion multilocus de secuencias (MLST) y
permite establecer relaciones filogenéticas y epidemiologicas
entre distintas cepas. En las micobacterias, el MLST se ha
utilizado principalmente en M. tuberculosis, siendo todavia
escasa la informacion relativa a M. bovis. Asimismo, hasta
el momento, la informacion generada tiene mas utilidad
desde el punto de vista filogenético que epidemiologico.
Consiste en la secuenciacion de genes considerados
esenciales, y a partir de las cepas correspondientes se
detectan los distintos alelos y se establece un perfil alélico.
Un esquema de MLST se aplico a cepas de M. tuberculosis
(58), pero para la discriminacion a nivel de cepa no resulto
tan bueno como el IS6110-RFLP, aunque s fue mejor que la
espoligotipificacion (58). En un trabajo donde se utilizo un
esquema de SNP propuesto previamente (59), se pudieron
clasificar las cepas de M. bovis en tres linajes principales, y
se distinguieron las cepas virulentas de M. bovis de la cepa
M. bovis BCG, el bacilo de Calmette-Guérin (60). Asimismo,
hay que tener en cuenta que, como consectencia de la
evolucion convergente, puede producirse homoplasia tanto
con la espoligotipificacion como con los VNTR, y este es el
motivo por el que los SNP son particularmente ttiles para
definir linajes de cepas (61).

La combinacién de la PCR para el gen hsp65 seguida de
la restriccion enzimatica (PRA) se utiliza para diferenciar
micobacterias a nivel de especie (62). Sin embargo, no
permite diferenciar entre bacterias del MAC ni tampoco
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del complejo M. tuberculosis. Un trabajo mas reciente, en
el cual se us6 un fragmento mas extenso del gen, permitié
diferenciar MAP de otras bacterias del MAC, e incluso
diferenciar entre MAP-C y MAP-S (63).

El analisis del RFLP con la secuencia de insercion 1S900 se
ha aplicado mucho para la tipificacion de MAP (64, 65, 66).
Sin embargo, con la determinacion de los MIRU-VNTR se
obtiene un mayor polimorfismo que con el RFLP Se han
identificado distintos loci MIRU-VNTR en los genomas del
MAC, con diferente poder discriminatorio, lo cual es de gran
importancia para la epidemiologia de la paratuberculosis
(67, 68,69, 70,71, 72).

Los SNP son los polimorfismos mas comunes en el MAC.
Su estudio mediante la MLST de genes conservados que
codifican enzimas o proteinas estructurales ha permitido
determinar la variabilidad entre las subespecies y las cepas
del MAC (73).

Otra de las herramientas para la diferenciacion vy
subtipificacion de MAP es el analisis de repeticiones
multilocus de secuencia corta (MLSSR), con el que se
alcanza un alto poder discriminatorio (74, 75). En un trabajo
basado en la variabilidad alélica de 11 MLSSR estudiadas,
se pudieron diferenciar 33 cepas de MAP de distintas zonas
geograficas y diferentes hospedadores, pertenecientes a
20 subtipos (74). En otro analisis de MLSSR, realizado en
EE.UU., en un total de 211 cepas de MAP y 56 de M. avium
se pudieron detectar 61 genotipos de MAP, aunque el grado
de diferenciacion en M. avium fue bajo (76).

La combinacion de diferentes técnicas puede aportar mayor
informacion epidemiolégica acerca de MAP, como describe
un trabajo en el que se analizaron, mediante la determinacion
de MIRU-VNTR y MLSSR, cepas de distintos hospedadores
de Sudamérica. Se detectaron siete genotipos MIRU-VNTR
y siete MLSSR, que combinados dieron un total de nueve
genotipos. Los resultados revelaron la predominancia de
un genotipo MIRU-VNTR (INMV1) y un genotipo MLSSR
(genotipo A), que ademas son comunes en EE.UU, y en
Europa (77). En otro estudio, realizado en Alemania y
Luxemburgo, 91 cepas de ganado lechero sintomatico se
genotipificaron también por MIRU-VNTR y MLSSR, lo cual
permiti6 detectar 11 genotipos MIRU-VNTR y seis MLSSR,
que al combinarlos rindieron un total de 25 genotipos (78).
Estos trabajos demuestran la utilidad de estas técnicas para
la genotipificacion de MAP y su potencial para aplicarlas en
programas de control.

Un desafio importante en los paises en desarrollo es el
de contar con politicas de gobierno que permitan aplicar
estas tecnologias en los programas de vigilancia, control y
erradicacion de la tuberculosis y la paratuberculosis bovina.
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Diagnostico

La gran mayoria de los trabajos sobre la deteccion de
M. bovis mediante PCR se basan en la identificacion de
dos secuencias de insercion que se identificaron en la era
pregenomica, 156110 e 1S1081. La secuencia IS6110 se
adopto para el diagnostico de la tuberculosis humana, ya
que M. tuberculosis a menudo tiene multiples copias de la
misma en su genoma. Paraddjicamente, la amplificacion
basada en IS6110 resulté ser mas sensible para detectar
M. bovis, que tiene una tnica copia de esta secuencia, que la
basada en 151081, de la cual el microorganismo cuenta con
cinco copias (79).

Existen varios informes de deteccion de M. bovis basados
en PCR que, ademas, permiten la diferenciacion simultanea
de otros miembros del complejo M. tuberculosis. Por
ejemplo, una PCR multiple basada en la amplificacion
simultanea del operén de ARNr (conservado en todas
las micobacterias), del gen murA (conservado en todo el
complejo M. tuberculosis) y de la region RD4 (ausente solo en
M. bovis), permitio¢ distinguir correctamente la pertenencia
al género Mycobacterium, al MBTC vy, especificamente, a
M. bovis (80).

Una exploracion bioinformatica completa de las secuencias
genomicas dio origen a SeekTB, una PCR cuantitativa
(qPCR) en dos etapas en la que se emplean 16 pares de
oligonucleodtidos y que es capaz de distinguir entre los ocho
miembros del complejo M. tuberculosis (81). Por otro lado,
nuestro grupo demostrd la ausencia de RD7 en M. bovis en
relacion a M. tuberculosis (82). Esta diferencia genémica se
empled para establecer una PCR para distinguir M. bovis
de M. tuberculosis en los casos en los que se sospeche de
tuberculosis de origen zoonético o de tuberculosis bovina
causada por M. tuberculosis (83). Con este método, sin
embargo, no se puede distinguir M. bovis de M. caprae, M.
pinnipedii, M. microti ni M. africanum, ya que todas estas
especies también carecen de RD7.

Mediante estudios genémicos se ha demostrado que laregion
TbD1 esta presente en todos los miembros del complejo
M. tuberculosis excepto en las cepas de M. tuberculosis
conocidas como «modernas», que son la mayoria de las
que causan tuberculosis humana en América, Europa y
el norte de Asia. De esta manera, la PCR basada en ThD1
va dirigida a englobar todas las micobacterias que causan
tuberculosis en animales (84). Recientemente, se ha descrito
la identificacion simultanea de bacterias pertenecientes al
complejo M. tuberculosis y al complejo M. avium mediante
qPCR tetraplex en tubo (85). En este método, se emplea
IS1311 para la identificacion del complejo M. avium, devR
para identificar el complejo M. tuberculosis y el espaciador
interno transcrito (ITS) ubicado entre los ARNr 16S y 23S
para identificar el género Mycobacterium.
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En cuanto a la paratuberculosis, si bien el cultivo bacteriano
que se lleva a cabo a partir de materia fecal es la prueba
de referencia para el diagnostico de MAP, la confirmacion
definitiva de su presencia suele basarse en una PCR. Las
técnicas de deteccion basadas en PCR se utilizan para la
localizacién tanto en materia fecal como en leche (86,
87, 88, 89). La secuencia especifica mas utilizada para
lograr un diagnostico es 1S900. Se han disefiado diferentes
técnicas basadas en esta secuencia, como la hibridacion in
situ, el analisis de polimorfismos del genoma usando esta
sonda como marcador, PCR anidadas, la amplificacion
isotérmica mediada por bucles (LAMP), etc. También se
han desarrollado métodos basados en la PCR en tiempo
real, que ademas de detectar la presencia de la bacteria,
son capaces de cuantificar la carga bacteriana de una
muestra. En un trabajo en el que se empleo esta técnica,
basada en 1S900 y combinada con ISMap02, esta tltima una
secuencia de insercion de MAP presente en seis copias por
genoma, se observo una alta sensibilidad y especificidad
para la deteccion de la bacteria y se propuso como método
interesante para los programas de control y erradicacion de
la paratuberculosis (90).

La prediccion de antigenos por analisis genémico es
una disciplina bien desarrollada. En estas estrategias se
emplean programas con algoritmos que barren el genoma
en busca de dominios con afinidad por el complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase I o de clase
II. Empleando datos experimentales obtenidos con un
antigeno modelo, ESAT6, se ha observado que el programa
ProPred, que predice epitopos reconocidos por el CMH
humano (HLA-DR), predice correctamente epitopos de
antigenos especificos de M. bovis (91). Mediante estudios
comparativos de los genomas micobacterianos disponibles
en 20006, se han identificado 42 genes especificos de M. bovis
(92). A partir de conjuntos de péptidos de las 42 proteinas
correspondientes, se ha observado que Mb2890, Mb3895 y
Mb2555 son las mas antigénicas y con mayor especificidad.
Sin embargo, ha habido reacciones cruzadas con MAP a
pesar de que ninguna de las tres proteinas esta codificada
en esta especie. En otro estudio, a partir de un barrido
bioinformatico del genoma de M. bovis y un analisis
bibliografico, se seleccionaron las proteinas secretadas
porque observaciones previas indicaban que las proteinas
mas antigénicas a menudo son las secretadas (93). Se
identificaron 119 proteinas presuntamente secretadas, entre
las cuales, varias de la familia ESX, que son antigénicas y
estan estrechamente relacionadas con la virulencia del
complejo M. tuberculosis, mostraron una estimulacion de
los linfocitos Thl (94).

Con el acceso a la secuencia de los genomas completos
es sencillo identificar secuencias unicas de MAP para
implementar o mejorar las pruebas de diagnéstico. Un
analisis del genoma completo de la cepa K10 ha revelado
unas 161 regiones genémicas tnicas de MAP con posible
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aplicacion en el diagnostico, siendo la mayor de 15,9 kb
de longitud (17). De hecho, se ha comprobado la
inmunogenicidad de algunas de las proteinas codificadas
por estas regiones unicas (95, 96). De esta manera, la
combinacion de la informacién genomica, las herramientas
moleculares y las pruebas inmunoldgicas proveen una gran
ayuda en el diagnostico diferencial de MAP.

Conclusiones

La secuenciacion completa de los genomas de micobacterias
patégenas vy, en particular, del de M. tuberculosis, que
se llevo a cabo en el ano 1998, podria definirse como
el punto de inflexion a partir del cual la generacion
de conocimientos sobre estos agentes patdgenos y su
interaccion con sus hospedadores se ha desarrollado de
forma excepcionalmente acelerada. Sin embargo, fue en
la etapa previa, la pregenomica, en la que se sentaron las
bases evolutivas del género Mycobacterium y se descifraron
los principales mecanismos de virulencia de las especies
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patégenas. Fueron también los estudios pregenémicos los
que facilitaron el desarrollo de los métodos de tipificacion
molecular, que se han aplicado hasta la actualidad en los
estudios epidemiologicos y en el diagndstico. Quedan atn
muchos interrogantes que se espera resolver a partir de
la gendmica, la transcriptéomica y la biologia de sistemas,
fundamentalmente los relacionados con los procesos de
interaccion de las micobacterias con sus hospedadores y de
adaptacion a sus nichos biolégicos. Se espera también que
estas nuevas disciplinas de alto rendimiento contribuyan
a la mejora de las herramientas para el control de las
enfermedades, asi como al desarrollo de vacunas de nueva
generacion y nuevos y mejores métodos de diagnostico.

Este articulo se elabord en el marco del proyecto INTA
PNBIO1131034.

M.N. Viale, M.J. Zumarraga, F.R. Aratjo, A.M. Zarraga, A.A. Cataldi,
M.I. Romano & F. Bigi

Résumé

Les mycobactéries Mycobacterium bovis et Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis sont les agents étiologiques de la

tuberculose et de la

paratuberculose, respectivement. En outre, les deux mycobactéries (mais plus
particulierement M. bovis) peuvent infecter I'étre humain et jouent donc un réle
en santé publique. En raison de cette importance et des effets de la tuberculose
et de la paratuberculose sur la production animale, de grands efforts ont été
déployés pour faire avancer nos connaissances sur ces deux agents pathogénes
et surleurs interactions avec leurs hotes. Les auteurs décrivent la contribution de
la génomique et de la génomique fonctionnelle dans les études sur I'évolution, la
virulence, I'épidémiologie etle diagnostic de ces deux mycobactéries pathogénes.
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