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Excelentisimo Sefior Presidente de la Academia de Doctores
Excelentisimos Sefiores Académicos

Amigos

Seiioras y Sefiores:

Deseo que las primeras palabras de este mi discurso de toma de posesién
como Académico de Namero de esta Docta Institucion sean para agradecer a
todos Uds. su magnanimidad y generosidad por haber respatdado mi candida-
tura de ingreso. Sin ellas a buen seguro este acto no se estarfa produciendo.
De una forma especial me gustaria agradecer a aquellos académicos que ava-
laron con sus firmas mi candidatura.

Al profesor Guillermo Sudrez, mi maestro, que supo inculcarme los ver-
daderos principios y el valor de la cartera cientifica y ha marcado el camino
de mi frayectoria universitaria. Siempre estuvo cuando le necesité. Al Profesor
Elias Fernando Rodriguez Ferri, mi tutor, que tras su incorporacién al
Departamento de Microbiologia de la facultad de Veterinaria de Madrid me
abrié muchas de las puertas que hasta ese momento me habian sido vedadas,
y cuya plaza de catedrdtico ocupo en este momento en la Universidad
Complutense. Y finalmente a la Profesora Maria Céscales, verdadero baluar-
te de esta insigne Institucién.

En total sintonfa con lo expuesto por Ortega en sus “Meditaciones del
Quijote”, si cada individuo somos consecuencia de nuestro yo y de nuestras
realidades circunstanciales, en el caso de mis méritos mi aportacién personal
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ha sido muy pequefia. Fle tenido la fortuna de que incluso desde antes de mi
concepeion el entorno que la vida me tenia reservado fuera envidiable.

Me he permitido, por tanto, hacer una pequefia sinopsis en orden historico
de esas realidades circunstanciales. Creo que es de justicia, dado que a ellas
debo todo cuanto soy. En primer lugar mi familia: mis abuelos, agricultores,
ganaderos e industriales de la alimentacién, de cuyo entorno me impregne en
los primeros afios y durante las vacaciones de verano en Cabezuela del Valle.
Mi padre, la mejor persona que he conocido, a quien nunca olvidaré y por
tanto hoy presente en esta sala conmigo. Mi madre, que renuncié a su vida
profesional para dedicarse a sus hijos, creando el entorno adecuado para su
educacién. Mis hermanas, con las que nunca pasé todo el tiempo que quise y
con las que todavia contindo colaborando cientificamente. Mis tios, en espe-
cial mi tio Clemente, médico rural, pero para mi el mejor cientifico que he
conocido, cerebro renacentista con el que pasé infinitas horas aprendiendo
desde como erradicar la malaria hasta a hacer televisiones en color en la
Espafia de blanco y negro. Mi tio Segundo, para mi el Llanero Solitario. Mis
primos, todos en general pero Chema y Javi en particular, que siempre fueron
un estimulo para mi. Mis amigos de la infancia, Pepe, Alejandro, Justi, nunca
se olvidan. Las lecturas, en especial la biografia de Pasteur que lei siendo un
nifio, el microscopio que mis padres me regalaron aquellos Reyes Magos . Mis
maestros de la escuela, los profesores y compafieros de los Escolapios de
Salamanca. Javi, Leopoldo, Michel, Angel (incluso los peores momentos los
recuerdo como anécdotas interesantes). Mis Profesores y amigos de Facultad,
de Salamanca y de Madrid; todos ellos en distinta medida significaron mucho
para mi. No puedo olvidar la ayuda del Profesor Sanz Sanchez ni el impacto
que causé en mi, recién legado a Madrid, la asignatura de Biotecnologia del
Profesor Sanz Pérez. El profesor Gastén de Uriarte, que me abri6 las puertas
del Departamento de Microbiologia sin pedir ni exigir nunca nada. Alberto
Mamolar, mi gran amigo y confidente, cuantas horas y cuantas aventuras,
Alberto. Los compaiieros de ese Departamento de Microbiologia: Cleto, que
dirigié muestro primer trabajillo de investigacién cuando todavia estabamos en
el tercer curso de la licenciatura y nos ofertd nuestros primeros trabajos pro-
fesionales, imborrables, Félix, con aquellos interminables cigarrillos que nos
fumabamos con Alberto a las 11 de la noche, cuando nosotros saliamos del
laboratorio y ¢ entraba a trabajar. M Jesis, Julio y Jaime. El Profesor Sudrez,
que siempre respetd mis opiniones aunque supiera que estaban equivocadas;
a &l le debo casi todo lo que soy profesionalmente. El Profesor Rodriguez-
Ferri, Esperanza, Jose Luis, Maite, Santiago y Ricardo. El servicio militar, me
alegro haberlo realizado. Durante ese tiempo vivi la transicion espafiola.
Aprend y supe entender realmente lo que era la Espafia de aquel momento.
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Enrique Gémez Mampaso, me abrié las puertas, primero de la listeriosis y
luego de la tuberculosis. Gracias Enrique por lo mucho que me enseflaste,
todavia sigo citando alguna de tus frases. Los compafieros del Departamento
de Sanidad Animal y de la Facuitad, Jose Maria, me has ayudado mas de lo
que crees. Los equipos de Gobierno de la Universidad en los que casi siempre
encontré apoyo. Isabel Minguez-Tudela, por desgracia prematuramente {a]le-
cida; ella nos abri6 las puertas de Europa y sin sus consejos vy ayuda jamas
hubiéramos alcanzado nuestra posicién cientifica, Gracias Isabel. Siempre
notaremos tu ausencia. Ginés, gran amigo, compafiero de clinica con Alberto,
crisol donde se ha fundido toda la sabiduria popular de Sancho. Rogelio,
encierra en su cabeza toda la sabidurfa de Galicia, que es mucha. La familia
de mi mujer, también mi familia. Mis compafieros de la Gltima aventura del
grupo de Vigilancia Sanitaria; a todos ellos les agradezco su esfuerzo v dedi-
cacién, de todos he aprendido y a todos muchas gracias, pero no puedo dejar
de mencionar a Joaquin, ademds gran amigo, Gracias Decano. Ana, compa-
fiera y soporte del viaje de estos afios. Victor, Jose, Miguel Angel, Anabel,
Bruno, Jose Manuel, Luis. .. Alicia, que rompi6 la brecha de las micobacterias
en nuestra Facultad junto a Emesto. Tarea muy dificil, se partié de la nada. La
nueva hornada de doctores y doctorandos: Lucia, directora del Laboratorio de
Referencia BEuropeo; Julio, Javier, Sergio, sin vosotros este discurso hubiera
sido imposible ;verdad? Concha, ayuda infatigable. Beatriz, Sabrina, Carlos.
Os pido perddn por exigiros a veces mas de lo posible. Y muchas gracias por
hacer lo imposible. Sois muy buenos, tenéis un gran futuro.

No puedo dejar de mencionar a aquellos responsables de administraciones
Y empresas que apoyaron y siguen apoyando econdmicamente los proyectos,
a veces sin estar muy convencidos, y que han sido soporte fundamental de los
mismos, Como no agradecer la ayuda inicial, cuando no eres nadie, de Ismael,
Ignacio y Felipe, hoy insigne Presidente de nuestro Colegio. Y los que no per-
miticron que el proyecto muriera y lo engrandecieron: Quintiliano, Carlos,
Cuenca, Arnaldo, Lucio, Jose Luis, Beatriz, Juanjo, Isabel, Jestis, Rosa, Olga.
Alvaro, compafiero de venturas y desventuras, con Rogelio y €l aprendi que
la piscicultura existia, Carlos, Jose Luis.... No es retérica, todo lo que se ha
hecho en la Universidad Complutense en Vigilancia Sanitaria ha sido gracias
a vosotros,

He querido dejar para el final, con toda intencidn, a las personas que han
llenado mi vida el altimo cuarto de siglo y con los que fengo confraida Ia mas
fuerte de las deudas. Mi mujer, Coquelo, la persona con la que he compartido
todo desde que la conoci, ejemplo de renuncia y sacrificio y sin cuya abnega-
ctén y dedicacion hubieran sido imposibles las metas conseguidas. Mis hijos,
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Lucas, Ana Maria, Cristina Maria y Teresa Maria, a los que ya hace tiempo he
dejado de ensefiar y de los que no paro de aprender.

A todos muchas gracias. $é que habré cometido olvidos imperdonables,
pero aungue no estén todos los que son, si son todos los que estan. No podia
olvidarlos en este acto, uno de los acontecimientos mas importantes en mi
devenir profesional.

En cuanto al porqué del tema elegido para esta mi toma de posesion como
miembro de esta Academia, he querido escoger un. tema acorde con la gran-
deza del acto, que conjuntara dos de mis grandes pasiones como investigador
y como veterinario. En primer lugar la salud publica veterinaria, d¢ cuya
importancia fui consciente antes casi que de leer cuando junto a mi padre me
pasaba largas horas observando en el triquinoscopio las muestras de los cer-
dos sacrificados en Membrillera, v durante las cuales consigui¢ trapsmitirme
la importancia que para la salud de las personas tenia la salud del ganado,
lema de los Veterinarios Titulares de la época de los que €l se sentia muy orgu-
lloso. Y en segundo lugar el estudio de las bacterias patogenas intracelulares
facultativas, que han ocupado fa mayor parte de mi vida investigadora desde
que inicié mi tesina de licenciatura sobre Listeria monocytogenes bajo la tute-
la del Profesor Suarez.

Nada ejemplifica mejor las conjuncién de ambos temas que las
Micobacterias, en concreto las especies de Mycobacterium tuberculosis com-
plex, causantes de una de las plagas mas importantes de la humanidad a prin-
cipios del siglo XX. Una de cada 100 muertes en Buropa y Estados Unidos,
eran debidas al contagio directo del patégeno desde los animales tuberculo-
sos, fumdamentalmente bovinos, o al consumo de alimentos (carne y leche)
procedente de ellos. Pues bien, en una campafia sin precedentes, liderada por
médicos v veterinarios de la época, se consiguid eliminar practicamente la
enfermedad humana de origen animal, prohibiendo el consumo de alimentos
procedentes de animales tuberculosos, pasterizando la leche, inspeccionando
la carne y a la postre eliminando las vacas infectadas hasta erradicar la enfer-
medad en los bovinos de paises que tuvieron el acierto de iniciar estos pro-
gramas. Este programa, pionero en las actuaciones de la veterinaria de salud
plblica, se estima que ha conseguido salvar al menos 25.000 vidas al afio solo
en Estados Unidos.



LAS MICOBACTERIAS
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EN LA INTERFASE HOMBRE / ANIMAL






HISTORIA DE LAS ENFERMEDADES DEL HOMBRE CAUSADAS
POR MICOBACTERIAS

A lo largo de la historia de la humanidad, pocas plagas han originado
mayor sufrimiento y causado tanto temor como dos enfermedades causadas
por esie grupo de bacterias: la tuberculosis y la lepra. La tuberculosis ya era
mencionada en algunos libros hinduistas sagrados (Upanishads) como una
enfermedad propia de reyes alrededor del 1500 A.C. La lepra, por su parte,
adquirié su temible fama no tanto por su mortalidad sino por el fatal destino
al que condenaba a sus victimas, destinadas a sufrir terribles deformidades; de
hecho, los leprosos, ademds de tener que soportar la incapacidad fisica causa-
da por la enfermedad, han sido considerados histéricamente victimas de una
maldicién divina, y sometidos a la humillacion de la segregacion y exclusién
social en vida. Ambas enfermedades tienen en comun una serie de peculiari-
dades de sus agentes causales derivadas de la singularidad de su pared, que les
confieren unas caracteristicas tintoriales diferenciales, y unos requerimientos
especificos para su cultivo que dificultan su aislamiento in-vitro. Estas parti-
cularidades los convierten en unos microorganismos Gnicos en el imperio pro-
cariota, haciendo que desde su descubrimiento en los albores de la microbio-
logia hayan permanecido agrupados cormno enies nosolégicos diferenciados del
resto de las bacterias, y que actualmente se encuentren encuadrados en una
familia (Mycobacteriaceae) con un solo género (Mycobacterium),

La tuberculosis y la lepra han sido consideradas enfermedades de la anti-
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giiedad debido a que existen descripciones pormenorizadas de ambas en libros
de aquellas épocas. Sin embargo no existen razones de peso para considerar
que ambas emergieron antes de otros procesos infecciosos que han afectado al
hombre humanidad (Brothwell and Sandison, 1967); de hecho, existen evi-
dencias histdricas que sugieren que la lepra pudiera haber aparecido en un
periodo mas reciente. En lo referente a la tuberculosis, se han descrito lesio-
nes compatibles con tuberculosis en un esqueleto del neolitico (alrededor de
4.000 afios AC) y en momias egipeias (3700-1000 afios AC) (MORSE et al.,
1964). La primera descripeion detallada de la tuberculosis se encuentra en el
Rig Veda, un antiguo libro sagrado escrito en sanscrito entre los afios 2000 y
1500 AC (Athvale, 1983). Las lesiones causadas por la lepra, aon mas carac-
teristicas que las tuberculosas, no han sido descritas en restos humanos ante-
riores al afio 350 DC (Brothwell and Sandison, 1967). Existen referencias a la
“lepra” en libros sagrados judios y cristianos de la antigiiedad, pero no es
posible determinar si la acepeion de la palabra fuera lo que hoy entendemos
por esta enfermedad. Sin embargo, en libros de medicina de la antigua China
(250 AC) si se menciona una enfermedad de la piel caracterizada por la apa-
ricién de nddulos y ulceraciones y pérdida de pelo y de la sensibilidad (Wong
and Wu, 1932). Otros tratados de medicina de la india (600-400 AC) también
hablan de una enfermedad cutinea similar con alteraciones en la pigmenta-
cidn, anestesia y trastornos de la sudoracion (Gupta, 1909).

En la actualidad, ambas enfermedades congtituyen una importante amena-
za para la Salud Ptblica, especialmente en paises en vias de desarrollo y en el
caso de pacientes inmunocomprometidos, considerdndose que un tercio de la
poblacion mundial, esto es, 2000 millones de personas, estin infectadas, de
las cuales un 10% tienen setio riesgo de enfermar a lo largo de su vida. Segun
estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (Informe sobre el con-
trol de la tuberculosis mundial, OMS, 2010), cn el 2009 se registraron un total
de 9.4 millones de nuevos casos de tuberculosis en todo el mundo, 1.3 millo-
nes de muertes en paciente HIV-negativos y 0.38 millones de pacientes de
SIDA fallecidos, localizdandose la mayor parte de los casos en el Sudeste
Asidtico (35%), Africa (30%) y las regiones del Pacifico Oeste (20%).
Aproximadamente el 80% de los casos de coinfeccion de tuberculosis y virus
del SIDA se registraron en Africa debido a las escasas alternativas terapenti-
cas disponibles para tratar esata enfermedad. Esta situacion se ve agravada por
la emergencia de cepas multiresistentes (Multi-drug resistant, MDR) y extre-
madamente resistentes (Extensively drug resistant, XIDR) en paises que ade-
mas tiene un accese limitado a los medicamentos (en julio de 2010 se habian
descrito cepas XDR en un total de 58 paises y regiones). Las cepas de tuber-
culosis MDR son resistentes a al menos isoniazida y rifampicina, dos de los
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antibiéticos anti-tuberculosos de primera linca usados para tratar todos los
casos de tuberculosis. Las cepas XDR, por su parte, son aquellas resistentes a
isoniazida y rifampicina y ademas resistentes a cualquier fluoroquinolona y a
al menos una de las fres opciones terapéuticas de segunda linea (amikacina,
kanamycina o capreomycina) (CDC, 2010). Por tanto, las alternativas tera-
péuticas para el tratamiento de aquellos pacientes infectados con cepas de
tuberculosis XDR se ven reducidas de forma dramatica.

El hecho de que a dia de hoy la técnica fundamental de diagnéstico v la
tinica vacuna disponible frente a la tuberculosis tengan casi 100 afios de vida
debe hacernos reflexionar en que no es posible que se deba exclusivamente a
sus prestaciones, sino que maés bien esta relacionado con el desinterés que pro-
voca esta enfermedad en gran parte del mundo desarrollado, Constatar que
pricticamente el 50% de los recursos destinados a la investigacidn sobre la
tuberculosis, su control y posible erradicacion provienen de fondos y funda-
ciones privadas dice mucho a favor de estas instifuciones, pero al mismo tiem-
po muy poco de los estamentos y adminisiraciones oficiales con competencias
en esta materia,

Desde el punto de vista de la salud animal, aunque en los paises mas des-
arrollados estd erradicada o se encuentra en una fase avanzada de emadica-
cién, en los paises en vias de desarrollo sigue siendo en muchos casos una
enfermedad endémica. En Europa occidental, Canadd y Estados Unidos, la
infeccién se ha reducido a niveles inferiores al 0,1% (Reviriego Gordejo and
Vermeersch, 2006; Wobeser, 2009). Centro América, con excepcidn de
Nicaragua y €l Caribe, tiene porcentajes de animales afectados muy bajos
{menos del 1%) {Abalos and Retamal, 2004; De Kantor and Ritacco, 2006;
Reviriego et al., 2000), mientras que Cuba estd libre de la enfermedad
{Abdala, 1998). Los mayores niveles de infeccion se encuentran en América
del Sur (de Kantor and Ritacco, 2006), en buena parte del tetritorio de Africa
y ciertas partes de Asia, con prevalencias del 1% o superiores, siendo las cuen-
cas lecheras las més afectadas {Cosivi et al., 1998).

Dentro de la Unién Buropea, la situacion relativa a la tuberculosis bovina
(que es la contemplada actualmente por la OTE) y su principal agente causal,
M. bovis, difiere segiin los paises. En el informe anual de fa Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority, EFSA)
de 2009 sobre las tendencias v fuentes de zoonosis y agentes zoondsicos de [a
Unién Europea (publicado el 22 de marzo de 2011 en www.efsa.europa.eu),
aparecen 11 paises miembros (Member States, MS) calificados como libres de
tuberculosis bovina (officially tuberculosis-free, OTF) (Bélgica, Republica
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Checa, Dinamarca, Alemania, Francia, Luxemburgo, Holanda, Austria,
Eslovaquia, Finlandia y Suecia), 2 pafses no miembros {Noruega v Suiza), asi
como 16 provincias y 3 regiones de Ttalia (European Food Safety Authority,
2010). El resto de paises considerados como no libres de tuberculosis (non-
officially tuberculosis-free, non-OTF) (Portugal, Espafia, Reino Unido,
Irlanda, Eslovenia, Hungria, Rumania, Bulgaria, Grecia, Malta, Chipre,
Lituania, Letonia y Estonia) presentan diversas prevalencias de esta infeceion,
siendo Irlanda v Reino Unido las de mayor prevalencia (5,9% y 2,8%, res-
pectivamente). La erradicacion se define como la consecucion de no mas de
0,1% de rebafios bovinos infectados por afio durante 6 afios consecutivos, y
que al menos el 99,9% de los rebafios sean oficialmente libre durante esos 6
afios consecutivos. En muchos de esos paises no libres de la enfermedad el
ganado caprino también es importante. Paises como Grecia o Espafia tienen
un importante censo caprino v la tuberculosis también se ha detectado en
pequefios rumiantes (Aranaz et al., 1998; Crawshaw et al., 2008a), por lo
tanto, el ganado caprino enfermo podria actuar como fuente de infeccion para
el ganado bovino v ademas dificultar o retrasar los procesos de erradicacion
de la infeccién en el ganado bovino. También es de vital importancia el con-
trol de la tuberculosis en el ganado caprino en paises libres de la infeccion,
con objeto de confirmar que estdn libres de la misma y minimizar el riesgo de
transmision al ganado bovino.

Aunque la morbilidad de la lepra a nivel mundial es muy inferior con res-
pecto a la tuberculosis, en la actualidad hay mas de 213.000 casos registrados
en el mundo, fundamentalmente localizados en Asia y Africa, y segiin datos
de la OMS en el 2008 se notificaron aproximadamente 249.000 nuevos casos,
lo que da idea de que estamos lejos de haber controlado esta enfermedad a
nivel mundial. Las lesiones caracteristicas a las que da Iugar la enfermedad en
piel, extremidades y ojos, unido al dafio irreversible que puede causar en el
sistema nervioso, la convierten en un estigma para las personas afectadas. La
situacién actual de la lepra es especialmente dramatica si se tiene en cuenta
que es una enfermedad curable que, cuando es sometida a tratamiento duran-
te las fases tempranas, no desemboca en las incapacidades permanentes tipi-
cas de las personas afectadas, habiéndose desarrollado incluso vacunas com-
binadas con 1a BCG en los Gltimos 40 afios. De hecho, la marginacion que
sufren las personas afectadas es uno de los principales problemas a 1a hora de
combatir la enfermedad, ya que dificulta en gran medida que el propio pacien-
te informe sobre su enfermedad. Por tanto, para su lucha es fundamental el
diagndstico precoz (para el cual es necesario cambiar la imagen de la lepra a
nivel mundial, nacional vy local, dando lugar a una situacion en la que los
pacientes busquen atencién médica lo antes posible) y el tratamiento miltiple
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con una bateria de medicamentos. Este tratamiento consiste en la aplicacidn
combinada de dapsona, el primer componente con actividad anti-M. leprae
utilizado pero frente al cual se han detectado bacterias resistentes, rifampici-
na y clofazimina. Ambos elementos (diagnéstico y tratamiento) no son espe-
cialmente complicados, y en la actualidad se realizan grandes esfuerzos para
generalizar su aplicacion en los pafses endémicos, Las zonas con una mayor
incidencia de la enfermedad se concentran en Angola, Brasil, la India,
Madagascar, Mozambique, Nepal, y las Repiblicas Centroafricana, del Congo
y de Tanzania.
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EL GENERO MYCOBACTERIUM

Segin [a segunda edicion del Bergey s Manual of Systematic Bacteriology
(2005) el género Mycobacterium (M) estd encuadrado en el phylum
Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden Actinomycelates, suborden
Corynebacterineae, tamilia Mycobacteriaceae. Este género incluido dentro
de las bacterias gram positivas con alto contenido en G+C en su ADN com-
prende mas de 140 especies entre las que se encuentran descritas bacterias
saprofitas, patogenos oportunistas y patogenos estrictos para ¢l hombre y los
animales, algunas de ellas de caricter zoondsico. Las caracteristicas funda-
mentales compartidas por todos los miembros de este género son su forma
bacilar, la dependencia de oxigeno, la inmovilidad, la imposibilidad para for-
mar esporas pero scbre todo la dificultad del cultivo de las principales espe-
cies patogenas y su acido-alcohol resistencia. Esta tiltima propiedad se debe
al elevado contenido en lipidos en su pared cefular, entre los que se incluyen
los caracteristicos acidos micélicos. Estos dcidos micolicos son largas cade-
nas de acidos grasos de mas de 50 4tomos de carbone, caracteristicos del
género Mycobacterium y en menor medida del género Corynebacterium y
otros géneros de bacterias gram positivas relacionadas con alto contenido en
G+C en su ADN, presentan un caracter fucrtemente hidrofébico que condi-
ciona el fisiologismo de estas bacterias.

La pared celular, junto con la membrana citoplasmética y la cdpsula mico-
bacteriana, constituye un elemento esencial para asegurar la supervivencia de
la bacteria y su replicacion en el entorno infracelular (incluyendo entornos
muy adversos como fagosomas y fagolisosomas), otra de las caracteristicas
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Membreana
ciplasmdtica

Figura 1. Representacion esquemitica de la pared celular de micobacteriana.

importantes de los patégenos maés relevantes del género. Las caracteristicas
diferenciales de la pared celular de las micobacterias son unos de los rasgos
fundamentales que sentaron las bases de la identificaciéon de este género,
dotandolas entre otras cosas de sus particulares caracteristicas tintoriales
(*acido-alcohol resistencia™). Esta pared estd formada por ires componentes:
peptidoglicano, arabinogalactano y 4cidos micélicos unidos de forma cova-
lente. Las uniones covalentes de los 4cidos micélicos dan Jugar a una capa
hidrofobica, también llamada “micomembrana”, que forma una capa lipidica
alrededor del organismo. Esta capa constituye una ventaja diferencial para Jos
miembros del complejo M. tuberculosis, ya que son patégenos intracelulares
que se replican en un ambiente hostil, el interior de los macréfagos. La parte
externa de la micomembrana contiene varios lipidos libres, tales como glico-
lipidos fendlicos, que se intercalan entre los dcidos micélicos, siendo la mayor
parte de estos lipidos especificos de las micobacterias. La capa externa esta
formada por policosacéaridos (glucano y arabinomanosa) y proteinas mas una
cantidad relativamente reducida de lipidos (Abdallah et al., 2007). En aque-
1las micobacterias no patdgenas la capa externa consiste fundamentalmente en

18



proteinas, mientras que en las micobacterias patbgenas los polisacaridos son
mas abundantes (Daffé and Etienne, 1999).

El alto contenido en lipidos de la pared celular de las micobacterias y Ia
longitud de la cadena de los acidos micolicos les confiere una gran resistencia
ambiental, pudiendo por tanto sobrevivir durante largos periodos de tiempo en
el medio en condiciones de baja humedad. Sin embargo, las micobacterias son
sensibles al efecto de la luz solar, las radiaciones ultravioletas y [a pasteuriza-
cion. Uno de los miembros més ilustres del género, Mycobacterium bovis, ha
sido objeto de un gran numero de estudios, que han demostrado que su capa-
cidad de supervivencia en el entorne se ve afectada por la carga bacteriana ini-
cial, la existencia de un sustrato organico, el pH, la temperatura, la humedad,
la exposicidn a la luz solar y posibles interacciones con otros microorganis-
mos (Scanlon and Quinn, 2000). Asi, M. bovis puede sobrevivir hasta cinco
meses en heces con bajas temperaturas, v hasta dos afios en estiéreol. Sin
embargo, en condiciones normales la supervivencia ambiental de este patoge-
no puede reducirse a algunas semanas (Menzies and Neill, 2000).

La envuelta de las micobacterias tiene también una gran importancia en las
interacciones entre patdgeno y hospedador en el caso de los miembros del
complejo M. tuberculosis (Besra et al., 1994; Brennan and Nikaido, 1995)
como elementos moduladores de la respuesta inmune del hospedador (Rastogi
et al.,, 2001a). Ciertos lipidos de la envuelta celular como el PDIM (phthioce-
rof dimycocerosate) son considerados factores de virulencia de gran relevan-
cia, ya que distintas pruebas con mutantes deficientes en PDIM han demos-
trado una capacidad de crecimiento atenuada en el modelo ratén (Cox et al,,
1999). Aquellos factores de virufencia implicados en la inmunopatogénesis de
la tuberculosis podrian ser dianas potenciales para tratamientos preventivos o
terapetiticos, y por elfo han sido objeto de diversos estudios durante los tlti-
mos afios. El lipoarabinomanano, (LLAM), otro componente destacado de la
pared, es un fosfatidil-inositol-lipoglicano con una importante actividad bio-
logica (Hunter, 1990), En funcion de su estructura molecular se han descrito
tres tipos diferentes de LAM que podrian ser factores de virulencia (Guerardel
et al., 2002). También se ha correlacionado la presencia de sulfolipidos en
bacterias patdgenas con su virulencia en el modelo de cobaya. Se ha demos-
trado que el acide micolico que contiene trehalose-6,6’-dimycolato (TDM) (o
“cord-factor”) es capaz de dar lugar a granulomas en el ratén (Yamagami et
al., 2001); de igual forma, una lipoproteina de 19kDa detectada en la pared
estd implicada en un amplio abanico de respuestas inmunoldgicas, si bien
todavia no se conoce bien su funcion. Existen numerosas evidencias experi-
mentales que demuestran el papel de los lipidos de la pared celular como fac-
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tores de virulencia, pero sus efectos en la respuesta inmune del hospedador
todavia no se conocen con exactitud. El efecto inmunoldgico pleiotropico de
estas moléculas dificulta precisar el mecanismo concreto mediante el cual
contribuyen a la inmunopatogénesis de la tuberculosis (Karakousis et al.,
20044). El panorama se complica ain mas por el hecho de que algunos Hpi-
dos de la pared celular claves pueden ser excretados solamente en ciertas con-
diciones o durante una infeccion, lo que complica enormemente su estudio
(Minnikin et al., 2002). Estudios recientes sugieren que las micobacterias
cuentan con mecanismos de secrecion especiales para la excrecion de factores
de virulencia al medio extracelular o en la célula hospedadora (Abdallah et al.,
2007). Estos descubrimientos pueden abrir nuevas puertas a la investigacion
sobre la virulencia de las micobacterias patogenas,

Esta caracteristica pared celular de las micobacterias fue puesta de mani-
fiesto mediante una tincidn diferencial, desarrollada de forma independiente
por un bacteri¢logo v un patélogo alemén, Friedrich Neelsen y Franz Zichl,
en 1882-1884, en forma de fo que hoy se conoce en su honor comeo tincion de
Ziehl-Neelsen. Este tincion se basa en la dificultad de estos microorganismos
para tefiirse y decolorarse con alcohol clorhidrico (a diferencia del resto de las
bacterias) debido precisamente a su pared, denominindose por este motivo
acido alcohol resistentes, stendo este método ampliamente utilizado en nues-
tros dias por microbidlogos y patélogos mas de 100 afios después de su des-
arrollo. Ademds, ha servido para denominar y agrupar a las bacterias como
entidad independiente del resto de las bacterias.

Taxpnomia

Se han glaborado numerosas clasificaciones de este género a lo largo de los
afios, atendiendo primero a caracteristicas fenotipicas, patogentcidad y, desde
finales del siglo pasado, a los genotipos. La clasificacién mds intuitiva y de
mas facil aplicacién es aquella que divide las micobacterias en no cultivables
o dificilmente cultivables (M. leprae v M. lepraemurium) y cultivables.
Dentro de estas tiltimas se establece una subdivision en micobacterias de cre-
cimiento rapide (aquellas que dan lugar a colonias visibles en medios de cul-
tivo solidos en menos de 7 dias) v las de crecimiento leats (las que tardan
mas de 7 dias en producir colonias visibles en medio solido). Esta subdivision
basada en la capacidad de crecimiento se confirma al secuenciar el gen que
codifica el acido ribonucleico ribosémico (ARNr) 16S de las micobacterias:
mientras que casi todas las micobacterias de crecimiento lento poseen una
sola copia del gen ARNr 168 [excepto M. ferrae (Ninet et al., 1996) y M. cela-
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tfum (Reischl et al., 1998)], las de crecimiento rapido, excepto M. chelonae y
M. abscessus, presentan dos copias (Tortoli et al., 2004). El analisis de la
sectiencia de este gen, as{ como de la conformacidn de su estructura secunda-
ria, ha sido la herramienta mas utilizada para los estudios taxondmicos v filo-
genéticos del género. Asf, ademas de diferenciar los dos grandes grupos deter-
minados por su velocidad de crecimiento, también subdivide las
micobacterias de crecimiento lento basdndose en la estructura de la hélice 18
(Stah! and Urbance, 1990; Tortoli, 2003; Tortoli, 2006)

Dentro del grupo de micobacterias de crecimiento rapido se encuentran la
mayorfa de especies saprofitas de vida libre y normalmente no patdgenas,
ampliamente distribuidas en el medio ambiente. Con frecuencia son llamadas
“micobacterias ambientales”, “micobacterias atipicas” o “micobacterias no
tuberculosas”, si bien este 1ltimo término también puede aplicarse a algunas
bacterias de crecimiento lento. Algunas especies bacterianas de este grupo han
adquirido una mayor relevancia en las (itimas décadas debidoe a su capacidad
para producir infecciones en la especie humana, especialmente en pacientes
inmunodeptrimidos. Desde el punto de vista de Salud Publica, las micobacte-
rias de crecimiento répido de mayor importancia pertenecen a los grupos
Mycobacterium fortuitum, M. chelonaelabscessus, M. marinum v M. smeg-

matis (Brown-Elliott and Wallace, Jr., 2002),

Por otro lado, el grupo de micobacterias de crecimiento lento engloba las
micobacterias de mayor importancia veterinaria v de Salud Publica. En e¢ste
grupo se encuadra el complejo Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium
tuberculosis complex, MTBC), que incluye todas las especies causantes de la
tuberculosis humana vy en mamiferos. El complejo Mycobacterium avium
(Mycobacterium avium complex, MAC), también posee una elevada relevan-
cia en el ambito veterinario y, recientemente, son objeto de un nimero cre-
ciente de estudios desde el punto de vista de Salud Piblica,
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Complejo Mycobacterium tuberculosis ((MTBC)

M. tuberculosis (Koch,1882)

M. bovis (Karlson vy Carr,1970)

M. bovis BCG (Grange,1983)

M. af¥icanum (Castets y Serrats,1969)

M. microti (Reed, 1957)

M. caprae (Aranaz y col., 2003)

M. pinnipedi (Cousins y col., 2003)

M. canetti (van Soolingen y col., 1997)

Var. genética Oryx bacillus (Lomme y col., 1976)
Var. genética Dassie bacillus (Wagner y col,1958)
Var. genética M mungi (Alexander y col,2010)

Complejo Mycobacterinm avium (MAC)

M. avium subsp. avium (Thorel y col., 1990)

M. avium subsp. silvaticum (Thorel y col., 1990}
M. avium subsp. paratuberculosis (Thorel y col., 1990)
M. avium subsp. hominissuis (Mijs y col., 2002)
M. intracellulare (Runyon, 1967)

M. arosiense (Bang y col., 2008)

M. chimaera (Tortoli v col., 2004)

M. columbiense (Murcia y col., 2006)

M. marseillense (Ben, 1 v col., 2009)

M. bouchedurhinnense (Ben, [ y col., 2009)

M. timonense (Ben, 1 y col,, 2009)

Micobacterias no cultivables o dificilmente cultivables

M leprae
M. lepraemurium

Micobacterias atipicas de importancia zoondsica

M. kansasii
M. fortuitum
M. marinum
M. chelonae

*no aceptadas como especies por el comité internacional de taxonomfa bacteriana

Tabla 1. Principales especies o variantes genéticas* de micobacterias de crecimiento
lento en Medicina Veterinaria y Salud Publica.
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EL COMPLEJO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

El complejo Mycobacterium tuberculosis {(Mycobacterium tuberculosis
complex, MTBC)} se caracteriza por causar tuberculosis en humanos y otros
mamiferos e incluye varias especies: M. tuberculosis (Koch, 1882) , M. bovis
(Karlson and Lessel, 1970), M. bovis BCG (bacilo Calmette-Guérin), M. afii-
canum (Castets et al,, 1969), M. microti (Reed, 1957), M. caprae (Aranaz et
al., 2003a), M. pinnipedii (Cousins et al., 2003), M canerti {(van Soolingen et
al., 1997a). Ademas, dentro del complejo MTBC se incluyen dos variantes
genéticas no aceptadas hasta el momento con el rango de especie por el comi-
té internacional de taxonomia bacteriana el Oryx bacillus (aislado a partir del
Orice de Arabia (Oryx leucoryx) (Lomme et al.,, 1976) y el Dassie bacillus
(aistado a partir del daman roquero, Procavia capensis) (WAGNER et al,,
1958). Desde el punto de vista taxondmico clasico todas ellas podrian ser
incluidas en una sola especie ya que se caracterizan por presentar una homo-
logia del 99,95% en su genoma, con una proporcion elevada de bases G+C
(aproximadamente el 65%), v poseer una secuencia idéntica de la subunidad
168 del ARNr (Boddinghaus et al., 1990; Sreevatsan et al,, 1997). Sin embar-
go, el hecho de que estas especies difieren ampliamente en la preferencia de
hospedador, en su patogenicidad y que existen diferencias genotipicas y mar-
cadores genéticos claramente recontocibles han conducido, como en otros
casos de la bacteriologia, a que la “especie” Mycobacterium tuberculosis ori-
ginal se subdividiera en varianies patogénicas a las que se confirid el rango de
especie, agrupandolas posteriormente todas ellas en un complejo que engloba
todas las especies capaces de producir tuberculosis en 1 hombre y los anima-
les.

El origen de la diversidad genética de las especies comprendidas en el
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complejo M. tuberculosis estaria intimamente ligada con la historia (y la pre-
historia) de sus hospedadores primarios, remontandose la historia del caracter
zoonosico de estas bacterias a la domesticacién de los bovidos: esta hipotesis
se veria sustentada por ¢l hecho de que la primera bacteria del complejo era
un ancestro del actual M. ruberculosis. Esto hace pensar que a diferencia de
otras muchas enfermedades, la tuberculosis pudo tener su origen en el hospe-
dador humano pasando después a los bovinos y disemindndose con ellos. Sin
embargo, no se ha podido determinar si la tuberculosis bovina se introdujo en
Europa junto con los primeros bovinos que llegaron o mas tarde, infectando
ganado que no tenia inmunidad frente a la enfermedad. El patégeno habria
entonces aprovechado un nicho ecologico propicio para expandirse de forma
clonal a partir de lag cepas originales. Asi, el ganado habria sido infectado por
una cepa ancestral de AL bovis que tenia un niimero maximo de espaciadores
en la region DR, derivada de un organismo proximo al M. fmberculosis
{Mostowy et al., 2003; Smith et al., 2006).

De cualquier forma, v a pesar de los ultimos estudios filogenéticos de las
poblaciones de A bovis, y de los andlisis de las deleciones cromosdmicas v
mutaciones puntuales, que han contribuido a esclarecer el panorama de la evo-
tucién del complejo M. tuberculosis v de M. bovis en particular, las teorias
sobre 1a edad de esta bacteria y su diseminacion siguen siendo meras especu-
laciones. Serd necesario el andlisis completo del genoma de varias cepas de
distintos origenes para establecer filogenias s6lidas que puedan completar este
escenario. En la actualidad varios proyectos de secuenciacién de especies del
complejo en los que nuestro grupo estd implicado estan en marcha, v sin duda
contribuirdn a una mayor comprension de la evolucion del complejo y de M.
hovis en particular.

Tradicionalmente, la identificacion de estas especies se ha realizado basan-
dose en sus caracteristicas fenotipicas, existiendo una amplia lista de pruebas
bioquimicas, tales como la reduccion de nifratos, la produccion de niacida, o
la resistencia a la piracinamida, v las propiedades de cultivo que ayudan a dis-
cernir entre varias especies de micobacterias (Rastogi et al.,, 2001b). Sin
embargo, debido a que las caracteristicas fenotipicas no permiten una identi-
ficacidn precisa, rapida y segura de todas las especies, la identificacion actual
sc¢ basa principalmente en la presencia o ausencia de ciertas regiones del geno-
ma (regions of difference, RDs) (Gordon et al., 1999) o la presencia de muta-
ciones puntuales (single nucleotide polimorphism, SNP). Estas se han detec-
tado gracias al desarrollo de técnicas moleculares y al conocimiento de los
genomas de algunas especies incluidas en este complejo (Behr and Mostowy,
2007; Brosch et al., 2002; Mostowy et al., 2005).
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Figura 2. Evolucion del complejo M. tuberculosis basada en la presencia/ausencia de
regiones de diferencia (RD) y polimorfismos de un Gnico nucledtide (SNPs). Recténgulos
en gris indican la pérdida de una RD. Rectingulos en blanco indican fos SNPs; los supe-
rindices marcan fa posicion de la mutacion en el nucledtido (n) o coddn (c) del gen en
cuestion. Adaptado de Brosch et al. {2002), incluyendo informacién de Kasai et al.
(2000), Niemann et al. (2000b), Cousins et al, (2003), Bigi et al. (2005), Smith ct al.
(2009b), de Jong et al. {2010) ¥ van Ingen et al. (2010).

Mycobacterinm tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis (sensu estricto) fue descrito por primera vez
por Robert Koch en 1882, de ahi su sobrenombre “bacilo de Koch™ (Koch,
1882). Principalmente afecta al hombre y a los primates, y es responsable del
99% de todos los casos de tuberculosis en humanos. Sin embargo, también ha
sido encontrado en el ganado bovino (Fetene et al., 2009; Prasad et al., 2005;
Srivastava etal,, 2008) y caprino (Cadmus et al., 2009a}, en cerdos (Mohamed
et al., 2009; Parra et al., 2003), en gatos y perros (Aranaz et al,, 1996b; Clercx
et al., 1992; Erwin et al., 2004), aves (Hoop et al., 1996; Schmidt et al., 2008),
y varias especies de animales salvajes, incluyende algunas de las que se
encueniran en los parques zoologicos (Alexander et al., 2002; Mortali et al.,
2001; Une and Mori, 2007).
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En 1998 se hizo piblica la secuencia completa del genoma de fa cepa M.
tuberculosis H37TRv (Cole et al., 1998), que ha sido la base para establecer su
relacion con otros miembros de MTBC, asi como para realizar los estudios
posteriores sobre la evolucién de este complejo. El conocimiento adquirido en
las ultimas décadas sobre los miembros del complejo Mycobacterium ha lle-
vado a modificar la relacion de M. tuberculosis con otros miembros del mismo
género, ya que este patogeno estd considerado ahora como una bacteria muy
poco representativa de un género compuesto mayoritariamente por bacterias
saprofitas y oportunistas, al modo de un “hijo caprichoso de unos padres
honorables”.

Mycobacterium bovis

A pesar de haber sido utilizado con anterioridad para referirse a las cepas
productoras de tuberculosis bovina, el nombre de Mycobacterium bovis no fue
reconocido oficialmente hasta 1970 (Karlson and Lessel, 1970). Actualmente
es conocida por ser el principal agente causante de la tuberculosis bovina. Sin
embargo, este bacilo tuberculoso tiene el rango de hospedadores mas amplio
de todos los miembros de MTBC. El principal grupe de animales afectados
por este bacilo se encuadra en la familia Bovidae (bdvidos), subfamilia
Bovinae (bovinos) y, dentro de ésta en la tribu Bovini, que engloba distintos
géneros: Bubalus (blifalos), Bos (bueyes), o Bison (bisontes). A parte de los
bovinos, este patdgeno también se ha aislado de otros bovidos, como los
incluidos en la subfamilia Caprinae (caprinos), en ¢l que se encuentran los
géneros Capra (cabra) (Cadmus et al., 2009a; Cousins, 2001; Crawshaw et al.,
2008a) y Ovis (ovejas) {Malone et al., 2003). Su relevancia como agente etio-
logico de Ia tuberculosis en la familia Swidae (suidos), y en concreto en el
género Sus (cerdos y jabalies) también es importante (Parra et al., 2003;
Rodriguez et al., 2010). Otras especies afectadas han sido los caballos
(Monreal et al., 2001), perros (Ellis et al., 2006; Shrikrishna et al., 2009) y
gatos (Aranaz ct al., 1996b; Monies et al., 2006). Ademas se ha aislado de una
amplia gama de animales salvajes de vida libre, como los zorros, ciervos,
gamos, jabalies, tejones, zarigiieyas, linces, lichres, y primates no humanos,
entre otros (Aranaz et al., 2004; Corner, 2006; Gallagher and Clifton-Hadley,
2000; O’Brien et al., 2002; Ryan et al., 2006; Une and Mori, 2007). También
afecta al hombre debido al cardcter zoondsico de la enfermedad (Cosivi et al.,
1998; Dankner et al., 1993; Michel et al., 2010).

El grupo liderado por Garnier y colaboradores realizé la secuenciacion del
genoma del aislado M. bovis AF2122/97 (Garnier et al., 2003). Gracias a este
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estudio se confirmé que el genoma de M. bovis es mas reducido que el de AL
tuberculosis.

Mycobacterium bovis BCG

Mycobacterium bovis BCG (Bacilo Calmette-Guérin) es una cepa de M.
bovis atenuada por sucesivos cultivos en medio con patata, bilis y glicerol,
entre los afios 1908 y 1919. De esta cepa original se han mantenido subculti-
vos en diferentes laboratorios durante décadas, produciéndose una deriva
gendtica que ha originado diferentes cepas (Grange et al., 1983). En funcién
de su crecimiento en cobayas y ratones, dependiendo de la multiplicacion en
el punto de inoculacion y la diseminacion al bazo desde los ganglios linfati-
cos, se clasifican en fuertes (por ejemplo las cepas Pasteur y Copenhagen) y
débiles (por ejemplo Glaxo). M. hovis BCG posee el crecimiento y la morfo-
logia de M. fuberculosis, y las caracteristicas bioquimicas y sensibilidad a los
antibidticos caracteristicos de M. bovis.

Mycobacterinm caprae

Los aislados espafioles de MTBC procedentes de cabras fueron original-
mente clasificados como M. bovis (Aranaz et al,, 1996a). Sin embargo, estu-
dios fenotipicos y genotipicos realizados en 1999 propusieron la subespecia-
cion de estos aislados como M. tfuberculosis subsp. caprae (Aranaz et al.,
1999a). Sin embargo, {res afios despuds Niemann y colaboradores sugirieron
un cambio en 1a nomenclatura de estas cepas tomando la denominacion de M.
bovis subsp. caprae (Niemann et al., 2002a), ya que asumian una mayor pro-
ximidad entre los aislados caprinos y M. hovis que con M. tuberculosis.
Posteriormente Aranaz v colaboradores aportaron nuevas pruebas molecula-
res y esta subespecie fue elevada a especie Mycobacterium caprae (Aranaz et
al., 2003a).

El hospedador principal de esta especie bacteriana es la cabra aunque,
come ocurre con otros miembros de MTBC, no se excluye la posibilidad de
infeccion a otras especies animales. De hecho, en los Gltimos afios s¢ han
encontrado aislados en otras especies domesticadas como el ganado bovino,
ovino y porcino, estando en algunas ccasiones en contacto estrecho con las
cabras (Aranaz et al., 1999a; Aranaz ct al., 1996a; Boniotti et al., 2009; Duarte
et al., 2008). Al igual que ocurre con M. bovis, también se han aislado AL
caprae en animales salvajes, tales como el ciervo y el jabali (Gortazar et al.,
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2005; Parra et al., 2005). De igual modo, también se han identificado casoes de
tuberculosis en humanos producidos por M. caprae (Gutiérrez et al., 1997;
Kubica ct al., 2003; Prodinger et al., 2002).

Mycebacterinm africanum

Mycobacterium africanum fue descrito como nueva especie en 1969
(Castets et al., 1969). Las publicaciones existentes sugieren que M. afi-icanum
difiere de M. firherculosis y M. bovis en el hospedador, la fuente de infeccion,
la distribucion geografica, la virulencia y la patogénesis. Esta especie tiene
importancia como productor de la tuberculosis en el continente africano, cau-
sando infecciones principalmente en el hombre y en los primates (Thorel,
1980). Por otra parte, también han sido descritos algunos casos de tuberculo-
sis en ganado vacuno producido por M. africanum (Rahim et al,, 2007),

Las cepas de M. africanum presentan una heterogeneidad fenotipica que
dificulta su identificacién en algunos casos. Los genotipos y fenotipos de esta
especie varfan dependiendo de la distribucion geografica (Haas et al., 1997a;
Haas et al., 1997h). Collins y colaboradores usaron la prueba de la reduccion
del nitrato para dividir las cepas en dos grupos: grupo I (negativo) v grupo II
(posttive) (Collins et al., 1982a) Los aislados del grupo I estaban asociados
generalmente con Africa occidental y los del grupo I con Africa oriental, aun-
que mas recientemente se ha encontrado la misma proporcién de estos grupos
en ambos extremos del continente africano. La tasa de aislamiento de esta
especie en otros continentes es muy baja (Grange and Yates, 1939). Por otro
lado, 1a virulencia de esta especie en modelos experimentales es menor com-
parada con M. tuberculosis (Castets and Sarrat, 1969) y el patron de la enfer-
medad es también distinto habiéndose aislado muy esporadicamente, por
gjemplo, de humanos con tuberculosis genitounnaria (Grange and Yates,
1989).

Mycobacterium canetti

Mycobacterium canetti es una variante muy rara de M. fuberculosis v ha
sido aislado normalmente de pacientes africanos o con alguna conexidn con
este continente. Fue descrito por primera vez en Francia por Canetti en 1969
y denominado como tal por van Soolingen v colaboradores (van Soolingen et
al., 1997a). Aunque comparte la homologia con el resto de miembros de
MTRBC en lo que respecta al ARNr 168, M. canetti difiere en varios aspectos,
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incluyendo polimorfismos en ciertos genes del metabolismo basal (house-kee-
ping genes), por gjemplo el gen recd, el ndmero de coptas de la secuencia de
insercion IS/0&1 (una inica copia), la morfologia de las colonias (lisas y bri-
llantes) y el contenido lipidico de la pared celular, entre otros (Brosch et al.,
2002; van Soolingen et al., 1997a).

Mycobacterium microti

M. microti fue aislado en 1930 de ratas de campo (Wells and Oxen, 1937)
v denominado como tal por el doctor Reed (Reed, 1957). Esta especie afecta
principalmente a pequefios roedores {Cousins et al., 1994; Lutze-Wallace et
al., 2006), aunque ciertos animales como los gatos (Gunn-Moore et al., 1996;
Kremer et al., 1998), cerdos (Huitema and Jaartsveld, 1967) v las llamas
(Pattyn et al., 1970), parecen ser especialmente sensibles. Todos estos casos
se han detectado en clinicas veterinarias vy, por lo tanto, es improbable que
reflejen la situacion real debido a las dificultades en el diagnéstico laborato-
rial. Particularmente, preocupa la transmision de M. microfi a los animales de
compafiia, principalmente los gatos, ya que podrian infectarse de roedores sal-
vajes enfermos. Sin embargo, hasta la fecha, esta hipdiesis no es cierta ya que
los genotipos encontrados en M. micro#i aislados de gatos y de roedores no
son iguales (Kremer et al., 1998). La incidencia de la infeccion por M. micro-
fi en granjas y animales domésticos es desconocida aunque se ha aislado de
cerdos (Taylor ¢t al., 2006).

A diferencia del estudio realizado por Kremer y colaboradores, Smith y
colaboradores realizaron un estudio en Gran Bretafia sobre aislados de M.
microfi procedentes de distintas especies, tales como gatos, alpacas tejones,
vacas, cerdos, hurones, ratones de campo, nuirias, ponis y humanos (Smith et
al., 2009), Smith establecid que los perfiles moleculares més frecuentemente
encontrados en los gatos se correspondian con los mas comunes en otros
mamiferos aunque no consideré a los felinos como el reservorio que mantie-
ne la enfermedad sino un simple transmisor de la misma. Sorprendentemente,
establecid una relacion entre la coexistencia de M. microti y M. bovis: las
dreas en las que sc encontrd M. micrefi en animales salvajes y en gatos se
correspondian con zonas de baja prevalencia de tuberculosis bovina produci-
da por M. bovis. Esto sugirid que una infeccion por M. microti podria saponer
cierta proteccidn a una infeccion por M. bovis,

También se han publicado algunas descripciones, aunque escasas, en
pacientes inmunosuprimidos o con alguna alteracion en el sistema inmune
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{Emmanuel et al., 2007; van Soolingen et al., 1998). Ademds, M. microti tam-
hién se ha usado en ensayos clinicos para valorar su eficacia v seguridad como
vacuna frente a la tuberculosis, observandose que es una vacuna segura aun-
que existe discrepancia en su eficacia comparada con la vacuna con M. bovis
BCG (Hart and Sutherland, 1977a; Manabe et al., 2002).

Mycobacterinm pinnipedii

El nombre inicial que se le asignd a esta bacteria fue el bacilo de las focas
o0 “seal bacillus”, debido al hospedador en el que se aislé por primera vez
(Cousins et al., 1993) y fue propuesta como especie nueva de MTBC en 2003
(Cousins et al., 2003). Entre 1986 v 1995 fue aislado de casos de tuberculosis
en leones marinos cautivos y en libertad, vy en varias especies de focas en
Nueva Zelanda, Australia, América del Sur y Reino Unido (Bernardelli et al.,
1996; Cousins et al., 1993; Forshaw and Phelps, 1991). Aunque las focas pare-
cen ser su hospedador natural, también es patdgeno en cobayas, conejos,
humanos (Kiers et al., 2008; Thompson et al., 1993), tapires y, posiblemente
en vacuno, constituyendo un serio problema en algunos zoos, donde la infec-
cion inicialmente localizada en mamiferos marinos se ha extendido al resto de
mamiferos.

Oryx bacillus

El Oryx bacillus fue aislado por primera vez de dos érices (también 1la-
mado orix, antilope o gacela orice) en 1976 (Lomme et al., 1976). Este baci-
lo ge ha identificado en escasas ocasiones y siempre asociado a las distintas
especies de antilopes, tanto en libertad como en cautividad {Greth et al., 1994;
van Soolingen et al., 1994). Este bacilo fue identificado como M. bovis en los
primeros estudios por sus similitades genéticas, del que se diferenciaba 1ini-
camente en el nimero de copias de la secuencia de insercion 186770 (hasta 20
copias). Sin embargo, un exhaustivo analisis gendmico detectd mutaciones en
el gen gyrB no descritas previamente y su evolucion dentro de MTBC se pre-
supone anterior a M. bovis v M. caprae (Huard et al., 2006).

Dassie bacillus

El Dassie bacillus fue identiticado por primera vez a finales de los afios 50
como un microbio capaz de sobrevivir en ambientes acidos, de crecimiento
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rapido, causante de tuberculosis pulmonar en el llamado daméan roquero o
damdn de El Cabo (Procavia capensis) (SMITH, 1960; WAGNER et al,,
1958). Este bacilo fue aislado de nuevo en los aflos 80 al causar tuberculosis
en una colomia de damanes en cautividad en un zoo de Australia v de un suri-
cata en un zoo de Suecia (Cousins et al., 1994; Mostowy et al., 2002).
Inicialmente, Dassie bacillus ha sido propuesto como una variante atenuada
de M. microti por su fenotipia. A pesar de conocerse otras caracteristicas bio-
logicas del mismo que le distinguen de M. microti, esta idea persiste en la
actualidad (Frota et al., 2004),

Mycobacterinm mungi

Descrita a partir de aislados de brotes de tuberculosis, que cursaban con
alta mortalidad en mangostas que vivian cerca de humanos en Botsuana
(Alexander y col, 2010} .

La enfermedad

Como se ha mencionado anteriormente todas las especies del complejo, en
mayor o menor grado, pueden producir en una serie de especies hospedadoras
1a enfermedad que conocemos como tuberculosis v que se caracteriza por
generar lesiones granulomatosas caracteristicas en linfonodos v ocasional-
mente en 6rganos parequimatosos. Resulta indiscutible que la tuberculosis ha
afligido al hombre desde sus albores, y se ha especulado con la posibilidad de
que la enfermedad saltara al reservorio antmal cuando comenzo el proceso de
domesticacion en el neolitico {MORSE, 1964 8 /id}. Esta enfermedad es,
posiblemente, la patologia causada por una micobacteria mas frecuentemente
descrita en el mundo (Collins et al., 1982b)y actualmente es responsable de
mas de 5000 muertes al dia. De todas las enfermedades infecciosas es la causa
de muerte mas frecuente en adultos y en nifios solo se ve superada por las
enfermedades agudas respiratorias v las diarreas.

Pocas enfermedades han recibido un mimero de nombres tan amplio como
la tuberculosis: fue llamada “phthisis” por los galenos de la antigua Grecia
{como Hipodcrates) en referencia al debilitamiento corporal al que daba lugar.
Otros nombres posteriores, como “consuncién”, tienen ¢l mismo origen. La
linfadenitis tuberculosa también ha sido llamada “escréfula”, tal vez una abre-
viatura del latin “scrofa” (piara), aunque el origen de este término no estd
claro, Algunos autores han especulado sobre la similitud de los infonodos con
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los prominentes ganglios maxilares del cerdo; otros han comparado los nddu-
los tuberculosos “excavados™ bajo la piel con los habitos de escarbar del
cerdo. Otra explicacion se basa en la apariencia “porcina” que tendrian los
nifios enfermos debido al cuello engrosado, la cara hinchada y la anemia y
debilidad causada por la enfermedad. Otro nombre, “la maldicién del rey”,
derivarfa de la supuesta capacidad de los reyes de curar a un enfermo median-
te su contacto real. Diversas alteraciones patolégicas han recibido el nombre
de “tubérculos” en la historia, pero fue en el siglo XVH cuando Franciscus
Sylvius (1614-1672) usd este término por primera vez para referirse a la lesion
propia de la tuberculosis, El nombre actual de la enfermedad es relativamen-
e reciente, y probablemente fue usado por primera vez por Schonlein en
1839.

Las hipotesis sobre la posible etiologia de la tuberculosis han variado enor-
memente con ¢l transcurso del tiempo. Durante siglos, se especulo sobre un
origen hereditario de la misma. Sin embargo, los trabajos de Louis Pasteur
plantearon la hipotesis de la existencia de un agente transmisible en el origen
de Ia enfermedad, y dicha transmision fue demostrada experimentalmente por
Jean-Antoine Villemin, un cirujano militar francés en 1868. Por lo tanto “no
era cuestidn de si habia un bacilo tuberculoso, sino de quién lo encontraria pri-
mero. Fue el 24 de marzo de 1882, fecha posteriormente declarada “dia mun-
dial de la tuberculosis”, cuando Robert Koch anuncid ante la Sociedad de
Fisiologia de Berlin que habia sido capaz de aislar ¢l agente causal de la tuber-
culosis humana y animal. Su descubrimiento fue rapidamente aceptado por la
comunidad cientifica, y confirmado en Gran Bretafia y los Estados Unidos por
otros investigadores. El legado cientifico de Koch es posiblemente unos de los
trabajos que més impacto ha tenido en el desarrollo de la medicina moderna
de la investigacidn, teniendo incluso un impacto negativo en cierto sentido; ¢l
enfoque reduccionista derivado de centrar el proceso infeccioso en su agente
causal ha llevado en algunos momentos a una subestimacion de la importan-
cia de las condiciones ambientales en el desencadenamiento de las enferme-
dades en el individuo y la comunidad, llevando a Waaler a decir que “sin el
descubrimiento de Koch, la vertiente socio-economica de la tuberculosis
habria resultado mds evidente, vy la redistribucion de la riqueza de la comuni-
dad habria podido convertirse en una demanda mds importante” (Waaler,
1982).

En cuanto a su nomenclatura, el primer nombre que recibid esta bacteria
fue simplemente “bacilo tuberculoso” (Tuberkelbazillus), posteriormente fue
llamado Bacillus tuberculosis y por Gltimo ya Mycobacterium tuberculosis. El
nombre genérico procedia de 1a habilidad del bacilo para crecer en forma de
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pelicula con aspecto de hongo en el medio liquido. Posteriormente se demos-
trarfa la capacidad de M. bovis y M. caprae de cavsar una enfermedad clini-
camente indistinguible en el hombre de la causada por M. muberculosis.
Precisamente la imposibilidad de diferenciar entre estos agentes ctiolégicos
atendiendo solo a criterios chinicos puede conducir a una subestimacion del
niimero de casos reales de tuberculosis debido a estas bacterias, ya que con
frecuencia los informes de tuberculosis no distinguen entre los miembros del
complejo que puedan causar la enfermedad. Esta situacion es particularmente
grave en los paises en vias de desarrollo, donde los sistemas de identificacién
bacteriana, que requieren una cierta inversion, no suelen estar disponibles. En
el caso de M. caprae la prevalencia real en el hombre es ain més dificil de
estimar, ya que es cuya descripcion taxondmica como tal previa diferencia-
cién de M. bovis, realizada por nuestro equipo, es relativamente reciente
(2003). Diversos autores han estimado que la proporcién de tuberculosis por
M. bovis/M. caprae en paises en vias de desarrollo puede rondar el 10-15%,
mientras que en los paises industrializados esta cifra podria disminuir hasta el
0.46-7.25 (Ashford et al., 2001a; Cosivi et al., 1998).

La lucha frente a esta enfermedad siempre ha estado plagada de dificulta-
des, y desde el punto de vista terapéutico tuvieron que pasar mas de 60 afios
desde ¢l aislamiento del bacilo tuberculoso hasta el descubrimiento de los pri-
meros productos con actividad frente al mismo aptos para su uso clinico. El
primero de ellos, la estreptomicina, fue descubierto por el doctor Waksman en
1944 (Jones et al., 1944). Tras clla vinieron el 4cido para-aminosalicilico, los
thiosemicarbazones, la isoniazida y la pirazinamida. Los antiguos tratamien-
tos, consistentes en combinaciones de varios de estos productos con posolo-
gias de hasta cuatro tomas al dia durante cuatro afios (para un total de 3000
dosis) fueron modificados con el advenimiento de la rifampicina en 1969, que
permiti¢ el establecimiento de tratamientos de duracién inferior al afio. Fn lo
que hace referencia al reservorio animal, el sector veterinario demostrd su res-
ponsabilidad en el escenario de la lucha frente a la enfermedad al cesar en la
utilizacion de antibiéticos de uso humano como Ia isoniazida en el ganado
{Romero et al., 2006).

Ademas de la bisqueda de drogas frente al bacilo tuberculoso, la posibili-
dad de cultivar €ste en el laboratorio permiti6 el desarroflo de investigaciones
destinadas a la produccién de una vacuna basindose en un proceso de ate-
nuacion de la cepa virnlenta. Aunque las primeras investigaciones no llevaron
al descubrimiento de una vacuna de estas caracteristicas, si pusieron en evi-
dencia la mayor capacidad inmunogénica de la administracién de bacilos ate-
nuados vivos frente a la de bacilos muertos, y que era necesaria una cierta
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virulencia residual de la cepa vacunal para permitir la replicacién bacteriana
en los tejidos. Cincuenta afios mas tarde Dubos concluy6 que “es notable y al
mismo tiempo humillante que haya tan poco que modificar o que afiadir a
estas conclusiones hoy” (DUBOS and HIRSCH, 1954); por desgracia, una
afirmacién parecida podria hacerse en la actualidad. A mediados del siglo XX
se descubrié por fin la que seria a la postre otra herramienta de gran impor-
tancia en la lucha frente a Ia tuberculosis, la vacuna basada en el bacilo de
Calmette y Guerin (BCG). Este bacilo, procedente de la realizacion de nume-
rosos sub-cultivos de una cepa de origen bovino, fue usada por primera vez en
1921, pero su aplicacién posterior fue muy limitada debido a las dudas exis-
tentes sobre la estabilidad de su atenuacion.

Respuesta inmune frente a la tuberculosis

Aproximadamente ¢l 90% de los humanos que se infectan con M. fubercu-
losis desarrollan una respuesta inmune que es capaz de controlar la progresion
de la infeccion pero gue es incapaz de eliminar a el patogeno, provocandose
una fase de latencia que puede persistir de por vida o finalizar debido a una
reactivacion, provocando la progresion de la enfermedad. Respecto a las per-
sonas infectados con M. bovis que desarrollan una respuesta inmune efectiva,
se desconoce la proporeion exacta, ya que no existen tantos estudios detallados
como ocurre con M. tuberculosis. En cambio, en ganado bovino sf se ha podi-
do observar que M. fuberculosis es menos virulento para esta especie ¥, de
hecho, estudios similares son los que podrian determinar los factores exactos
responsables de estas diferencias en la virulencia segin la especie animal.

Debido a la patogenia de la enfermedad, es importante aclarar los concep-
tos de individuo infectado y enfermo. Un individuo infectado es aquel que ha
estado en contacto con micobacterias incluidas en el complejo M. tuberculo-
sis y cuyo sistema inmune ha permitido controlar la progresion de la bacteria
aunque no eliminaria totalmente del organismo (encontrandose en un estado
de laiencia). El individuo enfermo es aquel que presenta sinfomatologia y
lesiones compatibles con la tuberculosis debido a la proliferacién de la bacte-
ria por una incapacidad del sistema inmune para contenerla y, por lo tanto,
esta excretando el bacilo v puede transmitir la infeccion a otros individuos. La
reaccion a las pruebas de diagndstico indica infeccidn y no necesariamente
enfermedad, aunque, a veces, tanto los individuos infectados como los enfer-
mos pueden no reaccionar a las pruebas diagndsticas.

Salvo contadas excepciones, la infeccion natural por M. fuberculosis/M.
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bovis se suele producir por via acrogena mediante acrosoles que conticnen la
bacteria. Una prueba a este respecto podria ser que, en la mayoria de los ani-
males en que se detectan granulomas tuberculosos, estos aparecen en los lin-
fonodos del aparato respiratorio (bronquiales, mediastinicos y retrofaringeos)
o en pulmon (Daniel et al., 2009; Sharpe et al., 2010). Sin embargo, en gana-
do bovino algunos autores han sugerido que la localizacion del patron de
lesiones no es indicativo de la via de infeccion (Palmer et al., 2004). La viru-
lencia de las cepas depende de una serie de complejas interacciones entre los
microorganismos y el hospedador (Collins, 2001). Los bacilos expresan fac-
tores de virulencia, algunos de ellos asociados a los lipidos de la pared celu-
lar, que le permiten sortear las defensas del hospedador, multiplicandose en el
punto de entrada antes de su diseminacion a otros érganos. Cuanto mds viru-
lenta sea una cepa, mayor capacidad tendra para mantener su crecimiento en
los drganos diana antes de que los mecanismos de defensa inmunitarios pue-
dan ser efectivos. La dosis de infeccion puede afectar a la distribucién y seve-
ridad de las lesiones. La dosis minima de infeccién depende en gran medida
de la ruta de infeccién. En numerosos estudios realizados en cobayas la infec-
cton por via oral requiere dosis infectivas muy superiores a las requeridas en
la infeccién mediante aerosoles. De hecho, en diferentes estudios ha podido
establecerse que dosis muy bajas (1-5 bacilos) pueden producir infeccién via
respiratoria (Johnson et al., 2006b; Neill et al., 1991), mientras que pueden ser
necesarios del orden de 105107 bacilos para producir la infeceién por via oral
(Trancis, 1958),

Una vez superadas las barreras iniciales de defensa, la infeccion puede
transcurrir en dos fases: un periodo primario y un periodo secundario (perfo-
do de diseminacion post-primario}. La tuberculosis primaria comprende la
lesion inicial en el drgano que actila como puerta de entrada siendo éste el
foco primario (Ej. pulmén en caso de infeccidn por via respiratoria).
Posteriormente, los bacilos son transportados por los macréfagos via linfatica
a los linfonedos regionales donde la infeccién puede ser contenida u originar-
se nuevas lesiones. El conjunto de lesiones en el 6rgano de entrada y linfono-
dos regionales constituye el denominado complejo primario (Ej. lesiones
tuberculosas en pulmoén y linfonodos bronquiales y/o mediastinicos). Este
complejo primario puede evolucionar hacia la curacién, la latencia o, en algu-
nos casos, se produce una generalizacion precoz, diseminindose la bacteria
por via linfatica y sanguinea, dando lugar a la denominada tubercnlosis miliar,
caracterizada por lesiones granulomatosas en las membranas serosas. En el
caso de que la infeccidn en el 6rgano de entrada queda resuelta sin formacién
de lesiones pero se produce lesion en los linfonodos regionales se denomina
complejo primaric incompleto.
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El periodo secundario (periodo de diseminacion post-primario} se produce
como consecuencia de una segunda infeccion o por la reactivacion de una
tuberculosis latente. En este caso, el proceso no se propaga por via linfatica
sino por via canalicular. De esta forma, los linfonodos regionales no estan
afectados v las lesiones quedan limitadas al 6rgano afectado. Finalmente,
puede desencadenarse el periodo de ruptura, debido a una generalizacion tar-
dia por via linfatica y hematica dando lugar a caseificacion de los tejidos e
incluso de los vasos sanguineos de diversos ¢rganos.

Dentro del complejo M. mberculosis, la respuesta mmune frente a M. fuber-
culosis es la mas estudiada. Es una respuesta compleja que incluye tanto meca-
nismos innatos como adaptativos. La respuesta inmune de base celular (CM1)
mediada por linfocitos T es la més importante en el caso de la tuberculosis y la
que se establece con mayor intensidad en las primeras fases de la enfermedad
(Palmer and Waters, 2006; Pollock and Neill, 2002; Pollock et al., 2006;
Schiller et al., 2010). Ademas, también existe produccion de anticuerpos, aun-
que en términos generales es menos relevante, adquiriendo mayor intensidad
en fases avanzadas de la infeccion, cuando la respuesta de base celular va deca-
yendo. Dosis infectivas altas se relacionan con ¢l desarrollo de la CMI 'y la
réapida aparicion de anticuerpos circulantes frente a M. bovis. En cambio, dosis
bajas provocan una CMT mas gradual y una escasa o ausente respuesta de base
humoral. La relativa importancia de la respuesta de base humoral desde el
punto de vista de la proteccion frente a la infeccion se debe a que cardcter intra-
celular de las micobacterias. Actualmente, diversos estudios estan demostran-
do la importancia de los linfocitos B y de los anticuerpos en ¢l desarrollo de
una respuesta inmune protectora frente a M. fuberculosis (Balu et al., 2011;
Encinales et al., 2009; Maglione and Chan, 2009). De hecho, los anticuerpos
podrian ser un buen indicador de fenomenos de latencia y tener una papel
importante evitando la reactivacién de la enfermedad (Encinales et al., 2009).
Atm asi, la mayor relevancia de la CMI hace que, en aquellos paises donde la
vacunacion se esté considerando como una alternativa en el futuro en animales
de produccioén, las alternativas vacunales probadas estén dirigidas a estimular
fundamentalmente este tipo de inmunidad (Buddle et al., 2008; Whelan et al,,
2008). De hecho, la CMI de tipo Thi es 1a que directamente se relaciona con
la proteccién frente a la infeccion por M. tuberculosis y M. bovis y su intensi-
dad, medida por la produccién especifica de la citoquina interferén-gamma
(IFN-y), se correlaciona directamente con los niveles de proteccion. Este pard-
metro es empleado en el disefio de vacunas, buscando antigenos que estimulen
al maximo la respuesta Thi (Buddle et al., 2008).

La poblacién celular méds relevante en el primer contacto entre el sistema
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inmune innato y la micobacteria es la célula fagocitica, que en el caso de una
mfeccion via aerégena (y una vez superadas las barreras primarias de protec-
cién del animal, como las barreras anatémicas o fisiolégicas como el pH, fem-
peratura, etc.) es el macréfago alveolar. Este a su vez, forma parte del grupo
de las células presentadoras de antigeno (antigen presenting cells-APCs).
Estas células tratan de fagocitar la bacteria y de destruirla mediante la forma-
cién de fagolisosomas. La capacidad para eliminar la bacteria dependera de
factores relacionados con el sistema inmune del animal y de factores de viru-
lencia propios de la bacteria. Como consecuencia de este proceso se puede
provocar la destrucci6n de la micobacteria o bien, esta puede conseguir sobre-
vivir (evitando la exposicion a los componentes inmunologicos extracelula-
res), multiplicarse y generar la lisis del macréfago alveolar infectado {Ulrichs
and Kaufmann, 2003). Cuando esto se produce acuden otras APC's (las célu-
las dendtiticas y los monocitos), que intentardn de nuevo la fagocitosis de la
bacteria.

Estudios previos con M. fuberculosis han permitido comprender mejor ¢l
reconocimiento antigénico v la fagocitosis de la micobacterias, fenémenos
que se reaiizan mediante diferentes receptores de las APCs. En el reconoci-
miento inmune hay que destacar el protagonismo de los receptores tipo Toll o
TLR (Toll-like receptors), un grupo de receptores filogenéticamente conser-
vados e importantes mediadores de la inmunidad innata. En este sentido TLR-
2y TLR-4, en conjuncion con el receptor cluster of differentiation-14 {prote-
ina de membrana CD14) interactiian con componentes de la pared celular de
la bacteria como lipoproteinas y el lipoarabinomanano (LAM), componente
fundamental de la pared celular de las micobacterias (Holland et al., 1998;
Juffermans et al., 1998). Otros menos estudiados, como el TLR-9, parecen
intervenir en el reconocimiento del ADN bacteriano (Chen and Jondal, 2009).
De los TLR cabe mencionar que no estin s6lo presentes en la superficie de 1a
APC sino que también se encuentran cn los fagosomas, por lo que el recono-
cimiento nmune se produce con o sin fagocitosis previa de la bacteria (Saitoh
and Akira, 2010). Los fagosomas formados, como consecuencia del fenéme-
no de endocitosis, se fusionan posteriormente con lisosomas para constituir
fagolisosomas. Los lisosomas son vacuolas que contienen potentes enzimas
hidroliticas cuya actividad dptima se desarrolla a pH 4cido. La destruccion de
la micobacteria en su interior conlleva la activacién de una quinasa asociada
al receptor de la interlenquina-1 (/1-1R-associated kinase-IRAK) que activa
el factor de transcripcién NF-Kb (factor nuclear kappa b) y provoca la libera~
cion de diferentes citoquinas que favorecen el desarrollo de este proceso en
otras cclulas adyacentes. Los fagolisosomas, por tanto, tratan de destruir las
micobacterias en el interior de los macréfagos (Raja, 2004) pero estas bacte-
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rias poseen mecanismos que tratan de evitar la union entre e} fagosoma y el
lisosoma. Por estudios previos, parece ser que determinados lipidos de las
micobacterias poseen la capacidad de inhibir esta fusion (Gordon et al., 1980).

Los neatréfilos también acuden al foco de infeccién por fendmenos de qui-
miotaxis y también poseen también capacidad fagocitica pero, a diferencia de
los macrofagos, contienen las enzimas liticas en granulos (no en lisosomas) que
son los que se unen posteriormente con los fagosomas (Johnson et al., 2006a;
Korbel et al., 2008). Las células asesinas naturales (NK) son células efectoras
del sistema inmune innato. Estas céhilas son capaces de lisar directamente el
microorganismo o los monocitos/macrofagos infectados. Durante las fases tem-
pranas de la infeccion las células NK activan a las células fagociticas. Este feno-
meno es ptimordial ya que, por poner un ejemplo, la reduccion de la actividad
de las células NK se asocia a tuberculosis MDR (Ratcliffe et al., 1994). Ademis,
las células NK activadas por Ia IL-2 favorecen la actividad bactericida de los
macréfagos infectados por especies del complejo Mycobacterium avium (MAC)
como respuesta inespecifica. Las células NK son capaces de producir IFN-y que
estimula la accién de los macréfagos (Molloy et al., 1993). Por las conclusiones
de diversos estudios parece ser que la menor actividad de las células NK duran-
te la tuberculosis es consecuencia de la enfermedad y no una causa (Nirmala et
al., 2001). De hecho, la quimioierapia mediante el empleo de citoquinas gue
aumentan la actividad de esta poblacién celular se considera actualmente como
tratamiento en medicina humana.

La inmunidad innata vy la adquirida estdn estrechamente relacionadas. Los
macréfagos v las células dendriticas son fundamentales en ¢l inicio del des-
arrollo de la respuesta inmune innata y van a jugar un papel fundamental en
el desarrollo de la inmunidad adaptativa. La eliminacién de las micobacterias
del organismo depende fundamentalmente del éxito de la interaccion entre las
APCs v los linfocitos T (van Crevel et al., 2002). Tanto fos linfocitos T CD4+
como los T CD&+ estan implicados en la respuesta: ambos producen TFN-y y
muestran actividad citolitica frente a las células infectadas por micobacterias.
Ademas, las células Tyd son también capaces de producir esta citoquina y
parecen estar involucradas tanto en la respuesta inmune innata como en la
adquirida, aunque sus funciones no han sido completamente dilucidadas
(Hope et al., 2004). La intensidad de la CMI se correlaciona directamente con
la capacidad protectora de respuesta inmune frente a la tuberculosis.
Concretamente la CMI en que intervienen los linfocitos Th1 es la mas impor-
tante desde el punto de vista de la proteccién. Esta sub-poblacion de linfoci-
tos se caracteriza por producir citoquinas pro-inflamatorias como el IFN-y,
necesario para incrementar la actividad macrofagica. Los linfocitos Th2 pro-
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ducen citoquinas anti-inflamatorias como la IL-4 o la IL.-10, que se caracteri-
Zan por tener el efecto inverso, reduciendo la actividad de los macréfagos,
fayoreciendo la evolucidn hacia una respuesta de tipo humoral y permitiendo
que la enfermedad progrese. Es, por tanto, el balance Th1/Th2 el que deter-
mina la evolucién de la infeccion (Pollock and Neill, 2002; Pollock et al.,
2006; Pollock et al., 2005; Surcel et al., 1994),

Las células Th desempefian papeles esenciales en la inmunidad celular: D
determinan la especificidad de la respuesta inmune (qué antigenos son reco-
nocidos), (2) intervienen en la seleccién de los mecanismos efectores destina-
dos a eliminar al patégeno, (3) ayudan a la proliferacién de las células efecto-
ras adecuadas y (4) mejoran las funciones de fagocitos y otras células
efectoras,

La presentacion de los antigenos de micobacterias previamente procesados
por parte de las APCs a los linfocitos T CD4+ tiene lugar a través de las molé-
culas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de tipo 11 (CMH-IT), que
se encuentran en la superficie de macréfagos y células dendriticas. Ademas,
tambi¢n existe una presentacion de antigenos a través del CMT-I {presente en
todas las células nucleadas) a los linfocitos T CD8+. Esta segunda modalidad
de presentacion es importante ya que el CMH-II presenta antigenos procesa-
dos en ¢l fagosoma mientras que mediante el CMH-I pueden presentarse anti-
genos que hayan escapado del mismo (Mazzaccaro et al., 1996). Aparte, se
han descrito otros mecanismos de presentacién de antigenos de micobacterias,
pero son menos relevantes (Gereken et al., 1994; Lewinsohn et al., 1998). El
proceso de presentacién de antigenos es dinimico y est regulado por cito-
quinas. Las citoquinas pro-inflamatorias favorecen la expresion del CMH
mientras que las anti-inflamatorias lo inhiben. Asimismo, las micobacterias
pueden modular esta presentacién de antigenos en los macréfagos, disminu-
yéndola en su propio beneficio mediante la estimulacién de la produccién de
citoquinas anti-inflamatorias, como IL-4 o IL-10 (Gercken et al., 1994), Las
APCs por su parte, producen citoquinas de tipo Thl como IL-12, IL-18 o IL.-
23 con objeto de incrementar la actividad de los linfocitos T, La respuesta
inmune protectora ser aquella en que las APCs induzcan la maduracién de los
linfocitos hacia una sub-poblacion Thl productora de citogquinas pro-inflama-
torias que favoreceran la actividad macrofigica con objeto de destruir a los
bacilos. Si esta respuesta es adecuada, la infeccién se contendrd, evitando que
la bacteria se multiplique y la enfermedad progrese. En estos casos la bacte-
ria quedara en estado latente, sin multiplicarse y sin ser eliminada al exterior.
Llegada una situacién de inmunosupresion, la infeccién podria reactivarse de
nuevo haciendo progresar la enfermedad.
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Vacunacidn frente a la tuberculosis

Estamos celebrando el 90 aniversario del comienzo de la aplicacion en
humanos de la primera y tnica vacuna frente a la tuberculosis desarrollada y
comercializada hasta el momento gracias, como tantas veces en la historia, a
las investigaciones v el trabajo durante méas de 11 afios de un equipo multi-
disciplinar del Instituto Pasteur de Lille formado por un médico y un veteri-
nario. La vacuna fue elaborada con una cepa atenuada de M. bovis por Albert
Calmette (médico) y Camille Guerin (veterinario) mediante un proceso ya uti-
lizado por ofros investigadores de la época para la atenuacion de otros pato-
genos en el Instituto Pasteur y que consistid en sub-cultivar la bacteria més de
730 veces consecutivas, desde 1908 hasta 1919. El proceso, aunque aparente-
mente sencitlo, requirié gran esfuerzo y supuso un ejemplo de dedicacién
cientifica, incluso inmersos en la Primera Guerra Mundial.

Mycobacterium bovis bacilo de Calmette-Guerin (BCG) es una especie
incluida dentro del complejo Mycobacterium tuberculosis que se emplea
actualmente en la vacunacién frente a la tuberculosis debido a que se ha ate-
nuado su virulencia, aunque manteniendo parte de sus propiedades nmuno-
génicas. Actualmente, es la tnica vacuna frente a la tuberculosis autorizada
para uso en humanos y la OMS recomienda su empico dentro de los progra-
mas de vacunacion infantiles en numerosos paises. A pesar de que la vacuna
BCG se considera efectiva para combatir la tuberculosis en individuos jove-
nes (eficacia préxima al 80% en la prevencion de la tuberculosis miliar o la
meningitis tuberculosa), se ha mostrado poco eficiente frente a la tuberculosis
pulmonar en adultos, que actualmente constituye la forma mas prevalente.
Numerosas pruebas clinicas y estudios de campo han demostrado que la pro-
teccién conferida por la vacuna varfa mucho entre individuos (Sable et al.,
2011). En sanidad animal, varios estudios con resultados desiguales han pro-
bado las posibilidades terapéuticas de la vacuna BCG en ganado bovine, aun-
que actualmente su empleo no esté permitido en Europa (Buddle et al., 2011),
e incluso en animales salvajes (Aznar et al., 2011; Ballesteros et al., 20094,
Ballesteros et al., 2009b}.

La idea de desarrollar una vacuna frente a la tuberculosis humana emple-
ando cepas procedentes de los bovinos estd asociada a lo acontecido con la
vacuna de la viruela. Tras el éxito de la vacunacién frente a la viruela, los
cientificos comenzaron a plantearse la posibilidad de que la infeccion por M.
bovis protegiese frente a la tuberculosis en humanos por M tuberculosis. A
finales del siglo XIX se hicieron las primeras pruebas en ltalia y obviamente
los resultados fueron catastréficos, pues M. bovis resultd ser también patoge-
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no para los humanos. Una vez demostrada la virulencia de los aislados bovi-
nos, Calmette y Guerin cambiaron la estrategia ¢ iniciaron el laborioso proce-
80 de atenuacion que culminarfa 13 afios mas tarde con la aplicacion de la
vacuna en humanos en 1921, Inicialmente, la nueva vacuna no tuvo buena
aceptacion por parte de la sociedad debido a incidentes como el que tuvo lugar
en Liibeck (Alemania) en 1930, donde 240 recién nacidos de 10 dias de edad
fueron vacunados, desarrollando la mayor parte tuberculosis y muriendo final-
mente 72 de ellos. Més tarde se descubriria que no habia sido un problema de
la cepa BCG y que la vacuna estaba contaminada con una cepa virulenta que
habia sido conservada conjuntamente con ella, Er 1928 la vacuna BCG fue
aceptada por el Comité de Salud de la Liga de las Naciones (predecesor de la
OMS) aunque debido a la oposicién de diversos sectores no fue aplicada a
gran escala hasta después de la Segunda Guerra Mundial, cuando se vacuna-
ron cerca de 8 millones de nifios en Europa del Este en el periodo de 1945 a
1948,

Los mecanismos por los que la cepa de M. bovis inicialmente patégena se
consiguié atenuar dando tugar a la actual cepa BCG se siguen estudiando.
Hallazgos recientes han revelado que la cepa vacunal ha perdido més de 100
genes localizados en las Regiones de Diferencia (RD) de su genoma. Algunas
de estas regiones estdn directamente relacionadas con la virulencia, como la
RDI, que codifica para la proteina ESAT-6 (6-kDa early secretory antigenic
target), relacionada directamente con la patogenicidad de la bacteria (Brodin
et al., 2005). Sin embargo, no podemos hablar de una cepa tnica y uniforme
de BCG ya que el sub-cuitivo de Ia cepa original de BCG provocd que el pro-
ceso de delecién continuase. Inicialmente, cada lote de BCG se identificaba
con el lugar o el laboratorio de produccion seguido del ntimero de pases con
el que fue conseguido (Ej. BCG Pasteur 1173). Esto ha permitido determinar
que la cepa BCG Tokio o Pasteur son mds inmunogénicas que otras como
BCG Glaxo o BCG Danish. Las diferentes cepas de BCG pueden contener
mutaciones naturales en genes que codifican para factores de virulencia como
ESAT-6, PhoP o determinados lipidos de la pared y que podrfan ser respon-
sables de las diferencias en la proteccién conferida por la vacuna, de la reac-
tividad al test de intradermoreaccion o de las diferentes reacciones adversas
provocadas,

¢ Biicacia vacunal

El aspecto més controvertido de la vacuna BCG es el relacionado con Ia
eficacia variable que ha mostrado en las diferentes pruebas llevadas a cabo en
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distintos paises, motivado en parte por la falta de uniformidad de las cepas
vacunales (Brosch et al., 2007). El primer estudio a gran escala sobre la efi-
cacia de la vacuna BCG se realizd en el Reino Unido entre 1956 y 1963 y
comprendi6 la vacunacién de mas de 54.000 nifios de entre 14 y 15 afios de
edad. El estudio mostrd una eficacia vacunal del 84% hasta un periodo de 5
afios tras la inmunizacion (Hart and Sutherland, 1977b). Sin embargo, un estu-
dio realizado en Georgia y Alabama (Estados Unidos) en 1966 mostro una efi-
cacia de tan solo el 14% (Comstock and Palmer, 1966), provocando reficen-
cias a la aplicacion de la vacunacidn masiva con BCG. La duracion del efecto
protector conferido por la vacuna BCG tampoco se conoce exactamente. Por
una lado existen estudios publicados que calculaban una eficacia del 59% tras
15 afios v del 0% tras 20 afios y por otro lado existen otros en los cuales de
mostraban indices altos de proteccion hasta 60 afios después de la inmuniza-
cién (Aronson et al., 2004).

Ademds de las mencionadas, existen otras razones que podrian explicar
esta variabilidad en la eficacia de la vacuna BCG, aunque no todas han podi-
do ser demostradas y ninguna puede justificar por si sola la falta de eficacia
de la vacuna en determinados paises. Entre las posibles causas de esta varia-
bilidad estarian: (1) la exposicién a micobacterias tuberculosas previamente a
la vacunacién, (2) la variacidn genética de las poblaciones seglin las regiones
(Packe and lnnes, 1988), (3) la interferencia ocasionada por la infeccion con
micobacterias no tuberculosas ambientales (Black et al., 2002; Brandt et al.,
2002), (4) la infeccién concurrente con pardsitos u otros agentes que dismi-
nuyan la respuesta inmune de base celular (Rook et al., 2005) o (5) la exposi-
cién a la luz ultravicleta (Jeevan et al., 2009).

Debido a estas diferencias en la eficacia y las distintas situaciones socio-
econdmicas de los distintos paises, los programas de vacunacién han sido muy
variados. En Estados Unidos nunca ha llegado a aplicarse la vacunacién masi-
va con BCG. En el Reino Unido, se llevéd a cabo vacunacién masiva entre 1953
y 2005. Se vacunaron todos los recién nacidos de grupos de alto riesgo y a
todos los nifios de 13 afios. También se suministré la vacuna a individuos que
habian esiado expuestos a la infeccidn. Finalmente, la vacuna se dejé de apli-
car rutinariamente debido a la disminucidn del coste-beneficio. La razén era
que en 1953, para prevenir un caso de tuberculosis, debian de ser vacunados 94
nifios y en 1988, la incidencia era tan baja que, para prevenir un caso de tuber-
culosis, se tenfa que inmunizar a 12000 nifios. India y Pakistan fueron los pri-
meros paises fuera de Europa en aplicar la vacunacién masiva, comenzando en
1948. En general, en Europa solo se aplicaba la vacuna una sola vez durante
toda la vida, aunque ciertos paises como la antigua URSS, Korea del Sur,
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Taiwan, Malasia o Singapur la aplicaron al nacimiento y los 12 afios de edad.
Posteriormente, esta estrategia se modifico y pasé a vacunarse una tinica vez.

En Espafia, se efectut una amplia campafia de vacunaciéon BCG de recién
nacidos y nifios escolarizados negativos a la iniradermorreaccion desde 1965
a 1973, afio en que continud vacunando solo a los recién nacidos. Durante la
década de los 80 la vacunacion sistemdtica se fue suspendiendo en todas las
provincias espafiolas, debido principalmente a la baja prevalencia de la enfer-
medad y la interferencia diagndstica que provocaba, salvo en el Pafs Vasco,
donde se continua vacunando.

Actualmente, la OMS recomienda la aplicacién de Ia vacuna BCG en pai-
ses donde la tuberculosis es endémica, ya que protege frente a la tuberculosis
miliar y la meningitis tuberculosa (Datos de la OMS, 2004),

En cuanto a la aplicacion, la vacunacion se inocula en posicién intradér-
mica en la regién deltoidea. La inoculacion sub-cuténea puede originar abs-
cesos que requieran el uso de antibidticos para su tratamiento. Hay que desta-
car que, excepto en neonatos, la vacuna debe administrase posteriormente a Ia
realizacion de un test de Mantoux, ya que en caso de reaccién positiva a dicha
prueba no se recomienda la vacunacion. En estos casos, es necesario asegu-
rarse que el paciente no posee una tuberculosis activa.

« Nuevos tipos de vacunas

Hace ya mds de 10 afios, los investigadores hablaron de la posibilidad de
desarrollar una mueva vacuna. Asumiendo que tan solo tuviese un 50% de efi-
cacia podria prevenir 9 millones de muertes antes del afio 2030 (Murray and
Salomon, 1998a; Murray and Salomon, 1998b). Actualmente, esta prediccién,
podria cumplirse, ¥ se espera la comercializacién de una nueva vacuna antes
del afio 2020, En vista de estos datos, los objetivos de reducir la prevalencia
y la mortalidad de la tuberculosis a la mitad hacia el afio 2015 (en compara-
cién con los datos de 1990) y de erradicar la tuberculosis (incidencia inferior
a un nuevo caso por cada milién de habitantes) para el ailo 2050 resultan, aun-
que dificiles, alcanzables si s¢ siguen destinando suficientes recursos a la
mvestigacion (Kaufmann, 2011).

La mejora de las vacunas atenuadas se ha visto en ocasiones limitada por
la ausencia de herramientas de manipulacion genética de las micobacterias.
Estudios pioneros en Europa y Estados Unidos realizados por Brigitte Gicquel
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v William Jacobs respectivamente permitieron poner a punto las herramientas
de las que se dispone actualmente para la modificacién genética de las mico-
bacterias. Con objeto de crear esas cepas atenuadas estables se han probado
mutaciones fundamentalmente en RD!, como las que afectan a los genes
panCD, [ysA o secA, involucrados en el metabolismo del pantotenato, de la
lisina v en la supervivencia de M. tuberculosis respectivamente.

Si en el afio 2001 apenas existian unas pocas vacunas desarrolladas y en
fase pre-clinica, actualmente existen al menos 12 vacunas candidatas que se
encuentran en diferentes fases de las prucbas clinicas. Casi todas ellas tienen
como chjetivo prevenir la tuberculosis activa, aungue no evitan la infeccion.
Fl resto, son vacunas terapduticas que pueden ser empleadas conjuntamente
con la quimioterapia administrada en individuos co-infectados con el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) (Cardona and Amat, 2006; von Reyn et
al., 2010). De todas estas nuevas vacunas, solo aquellas que superen en efica-
cia y seguridad a la vacuna BCG seran consideradas para la comercializacion.
En este proceso, las pruebas clinicas en animales juegan un papel muy impor-
tante, especialmente para el estudio de diferentes bio-marcadores, aunque pro-
hablemente en estos estudios no puede predecirse la eficacia final de la vacu-
na en humanos (Kaufmann, 2011). La evaluacion de la eficacia y la seguridad
de las nuevas vacunas es uno de los grandes temas pendientes. Para ello se han
desarrollado varios modelos animales, Ia mayoria de los cuales se basan en el
raton, a pesar de que esta especie tiene cierta tolerancia a la infeccion y plan-
tean ciertos problemas a la hora de validar los experimentos. Sin embargo, su
disponibilidad y facilidad de manejo, hace que se esté implantando sobre otros
modelos tampoco exentos de problemas como el cobaya. Por otra lado, antes
de proceder al empleo de vacunas en humanos, y a pesar de los conflictos éti-
cos que plantea, se han tenido que desarrollar estudios en primates debido a la
mayor similitud desde ¢l punto de vista fisiclogico con los humanos. Una vez
mas en el campo de la tuberculosis, la colaboracion y la formacion de equipos
multidisciplinares est4 siendo exitoso.

La via de administracidn de la dosis infectiva y de la vacuna en los mode-
los experimentales son factores que condicionan notablemente los resultados
de Yos estudios. En principio la via de infeccion mas frecuente es la aerdgena.
La via intravenosa, sin embargo, induce una inmunidad mas rapida basada
esencialmente en la produccion de una respuesta de tipo Thl, es decir, con
actividad de las células T CD4+ capaces de producir TFN-y vy de macrdfagos.

Fxisten tres escenarios en cuanto a la vacunacion frente a la tuberculosis
que pueden contribuir a erradicar la tuberculosis para el afio 2050, incluido
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dentro de los Objetivos de Desarrollo del Milenio: (1) el desarrolle de una
vacuna de subunidades que incremente la inmunidad en individuos previa-
mente vacunados con BCG, (2), el desarrollo de una vacuna que pueda susti-
tuir a la BCG y que requiera una tnica dosis aplicada en neonatos v, final-
mente, (3) la combinacion de la anterior con una vacuna de subunidades. Para
conseguir el objetivo, es esencial seguir combinando las pruebas clinicas con
el trabajo de investigacion en el laboratorio para la busqueda de nuevos com-
pusstos que puedan Ilegar a convertirse en la futura vacuna frente a la tuber-
culosis.

Como se ha comentado anteriormente, idealmente, las nuevas vacunas
deben superar en seguridad y eficacia a la vacuna BCG, es decir, deben ser
seguras en individuos infectados con VIH e inducir proteccion tanto en jove-
nes como en adultos. En las alternativas en las que se trabaja existen vacunas
cuyo objetivo es sustituir a las vacuna BCG y otras que serian adecuadas para
administrar conjuntamente cont la vacuna BCG con objeto de potenciar sus
efectos. Las vacunas destinadas a sustituir a la vacuna BCG actual se basan
principalmente en el empleo de cepas gendticamente modificadas de M. bovis
BCG que sobre-expresan ciertos antigenos altamente inmundgenos (por ejem-
plo, IBCG30 sobre-expresando el antigeno85B) o ciertas moléculas que alte-
ran la respuesta inmune (por ejemplo, VPM 1002 sobre-expresando listerioli-
sina) o basadas en cepas de M. rmberculosis que han sido previamente
atenuadas mediante la eliminacion de uno o mas genes de que codifican para
factores de virulencia (por ejemplo, el mutante phoP SO2, que se encuentra
en fase preclinica de evaluacion). Estas vacunas, estimulan en general la res-
puesta inmune de base celular, en especial las células Thi (CD4 y CD8) y més
en particular una sub-poblacién productora de IL-17, citoquina que estimula
Ia actividad de los neutrofilos (Checkley and McShane, 2011; Kaufinann,
2011). También existen vacunas inactivadas en desarrollo. Un ejemplo es la
vacuna RUTI, que se compone de bacilos de M. tuberculosis formulados en
liposomas y previamente fragmentados ¢ inactivados por calor. Entre los obje-
tivos de esta vacuna esta el de reducir la duracion de la quimioterapia para los
casos de infeccidn latente por M. tuberculosis (Vilaplana and Cardona, 2010).

Todos estos trabajos han sido pioneros y han permitido a diferentes grupos
de investigacion europeos y americanos trabajar con éxito en el desarrollo de
nuevas vacunas. Esto ha permitido tener actualmente alguna vacuna experi-
mental en fase clinica I, como la resultante de la colaboracién entre la
Universidad de Zaragoza y el Instituto Pasteur se ha desarrollado una nueva
vacuna experimental a partir del estudio de cepas de M. fuberculosis altamen-
te virulentas debido, entre otros factores, a su resistencia a los antimicrobia-
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nos. Bn estos estudios se observo que el gen phoP sc expresaba significativa-
mente en estas cepas, por 1o que se pensd que su inactivacion reduciria tam-
bién notablemente su virulencia. Actualmente se conoce que phoP estd impli-
cado en la regulacién del 2% de los genes responsables de la virulencia de AL
tuberculosis. BEstudios llevados a cabo en ratdn empleando mutantes de M.
tuberculosis en el gen phoP han mostrado resultados prometedores respecto a
su empleo en la vacunacion, pues han aportado mayor proteccion que la vacu-
na BCG (Martin and Gicquel, 2011). Esta vacuna sera comercializada con
toda seguridad por un laboratorio espafiol experto en la fabricacién de vacu-.
nas animales.

Por otra lado, las vacunas de subunidades constan de uno o mas antigenos
de M. tuberculosis y pueden estar basadas en el uso de vectores (virus) o de
adyuvantes. Las primeras se caracterizan por emplear como vectores virus
muy inmundgenos incapaces dc replicarse (por ejemplo, las vacunas
MVASSA o AERAS-402/Crucell Ad35). Las segundas, en lugar de emplear
un vector viral para estimular la inmunidad, emplean adyuvantes, que se
administran conjuntamente con las proteinas (por ejemplo, la vacuna
GlaxoSmithKline's M72) con la idea de potenciar el efecto de la BCG o per-
mitir su aplicacién en personas inmunodeprimidas (Kaufmann, 2011).

En el proceso de desarrollo y validacién de vacunas frente a la tuberculo-
sis se emplean diversos marcadores que puedan correlacionarse con la indue-
cién de una respuesta inmune protectora. En este caso, uno de los marcadores
mas empleados es la produccion de IFN-v, pues se ha demostrado un incre-
mento significativo de la susceptibilidad a la infeccion en situaciones en las
que se produce una deplecién de la poblacion de los linfocitos T CD4 (por
cjemplo, en la infeccion por VIH), principal poblacion productora de IFN-y.
Otros componentes del sistema inmune que pueden actuar como indicadores
de la eficacia vacunal son los linfocitos T memoria, linfocitos T productores
de IL-17, linfocitos T con fumcion reguladora o los linfocitos T CDS y otros
componentes del sistema inmune innato como la actividad de macréfagos y
células dendriticas (Walzl et al., 2011).

« Vacunacion frente a la tuberculosis en animales

M. bovis es el principal agente ctioldgico de la tuberculosis en el ganado
bovino, aunque puede afectar a una amplio rango de hospedadores entre los
que se incluye el hombre. Por otro lado, M. tuberculosis, principal causante de
la tuberculosis en humanos también se ha aislado en animales. Se ha estima-
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do que alrededor de 30 millones de cabezas de ganado bovino estan infecta-
dos de tuberculosis en todo el mundo, lo que origina unas elevadas pérdidas
econdmicas. En muchos de estos paises existe fauna salvaje que puede actuar
como reservorio de la infeccién, pudiendo transmitirla al ganado bovino v a
otras especies domésticas, dificultando la erradicacién en determinadas regio-
nes. Ante esta problematica y a pesar de que hasta la fecha la vacunacidn fren-
te a la tuberculosis no estd autorizada para el control de la infeccién en
Europa, algunos investigadores han centrado sus estudios en el funciona-
miento de las vacunas disponibles en animales domésticos (principalmente
ganado bovine) e incluso en los reservorios salvajes. Entre los principales
inconvenientes que se plantean con el uso de estas vacunas, especialmente en
animales domésticos, estin su eficacia variable y la interferencia que origina
su administracion con el diagnéstico de la enfermedad mediante las pruebas
de base celular disponibles actualmente (Buddle et al., 2011).

En ganado bovino se han realizado multitud de estudios probando la efica-
cia de diferentes vacunas. Respecto la vacuna BCG, se ha probado principal-
mente en animales infectados experimentalmente, pero apenas existen estudios
con infeceién natural. En animales infectados experimentalmente ha demos-
trado relativa eficacia, pues aunque, en general, no evita la infeccidn, si dismi-
nuye la patologia ocasionada, la cual se relaciona directamente con la excre-
cidn de la bacteria y la transmision de la infeccion, En animales infectados de
forma natural, un estudio reciente mostrd que la vacunacion con BCG dismi-
nuia ¢l nmero de animales que se infectaban durante un periodo de 12 meses
tras su aplicacion (Lopez-Valencia et al., 2010). También se ha probado en
ganado el empleo de combinado de la vacuna BCG con vacunas vectoriales
como MVASSA o Ad85A, observandose una mayor proteccién que empleando
unicamente BCG, disminuyendo tanto la carga bacteriana como el grado de las
lesiones (Vordermeier et al., 2009). En cuanto a la proteccién conferida por las
vacunas atenuadas elaboradas a partir de especies del complejo M. tubercuio-
sis se han obtenido resultados dispares. En un estudio en el que se empleo para
vacunar un M. bovis modificado (auxétrofo de leucina) se detectaron buenos
indices de proteccion (Khare et al., 2007). En cambio, el empleo de mutantes
de M. tuberculosis para la vacunacion en terneros no ha mostrado buenos resul-
tados en cuanto a proteccién frente a la infeccién experimental con M. hovis
(Waters et al., 2007). En cuanto a las vacunas de ADN, diversas pruebas han
demostrado que su empleo conjunto con BCG para potencia la respuesta inmu-
ne mejora Ja proteccion respecto a cuando se emplea unicamente BCG (Cai et
al., 2006; Maue et al., 2007; Skinner et al., 2003).

Respecto al uso de vacunas frente a la tuberculosis en fauna salvaje, exis-
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ten ciertos aspectos que hay que diferenciar y que afectan a los estudios rea-
lizados. En primer lugar, en estas especies, la posible interferencia con el diag-
ndstico no es tan importante, puesto que no suele realizarse de manera rutina-
ria y, en segundo lugar, han de buscarse alternativas que no sean costosas y
con vias de administracién diferentes que eviten tener que capturar a los ani-
males. por esta razon, al BCG se ha planteado como una buena opcion para la
vacunacion de fauna salvaje v va ha sido probada en especies como la zari-
giieya, el tejon, el jaball, el ciervo, el hurén o el bufalo. La via de administra-
cidén que mas se ha ensayado en estas especies es la oral, mediante la elabora-
¢ion de cebos conteniendo la vacuna, aunque también se han realizado
vacunaciones via intranasal-conjuntival, subcutanea o intramuscular (Buddle
et al.,, 2011). Los resultados hasta la fecha han sido dispares y, aunque la
mayor parte se han obtenido de animales infectades experimentalmente, pare-
cen mostrar una mejor proteccion en casos de infeccidon natural y que se mani-
fiesta principalmente mediante una reduccion de la severidad de la lesiones
(Tomplkins et al., 2009).

+ Objetivos futuros

La investigacion sobre vacunas frente a la tuberculosis ha conseguido
grandes avances en la Gltima década, aunque todavia quedan grandes retos por
conseguir. Un tercio de la poblacion mundial estd infectada de tuberculosis y
la investigacion en las denominadas vacunas terapéuticas y en antibidticos ha
permitido, entre otras cosas, reducir las duracién de los tratamientos. Otro
objetivo de las investigaciones en este campo es la proteccion de los indivi-
duos ya vacunados. En este sentido, pruebas recientes con vacunas de subu-
nidades en animales previamenie vacunados con BCG estan dando buenos
resultados. En cuanto a las vacunas vivas atenuadas mediante la inactivacién
de genes de virulencia, se estdn erigiendo como buenas alternativas para la
vacunacion debido a su efectividad y bajos costes de produccion. Tras casi
100 afios desde el desarrollo de la vacuna BCG, existen mas de doce vacunas
preventivas candidatas con buenos resultados que se encuentran en fase de
prueba en humanos o en fase pre-clinica. El desarrolle de una nueva vacuna
que confiera indices de proteccién elevados es un reto para todas las comuni-
dades cientificas que se planteen, con un bajo coste, la erradicacion de la
tuberculosis a medio plazo y la sustitucién a largo plazo de la actual vacuna
BCG.
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EL COMPLEJO MYCOBACTERIUM AVIUM

El complejo Mycobacterium avium (Mycobacterium avium complex,
MAC) comprende, a diferencia del complejo M. ftuberculosis, especies con un
mayor grado de divergencia genética y que presentan importantes diferencias
fenotipicas entre ellas. Las caracteristicas mas sobresalientes comunes a todos
sus miembros son su 4cido-alcohol resistencia, el crecimiento lento y la pro-
duccion de un pigmento amariflo en ausencia de luz (Inderlied et al., 1993).
Tradicionalmente este complejo agrupaba dos especies, Mycobacterium
avium 'y Mycobacterium intracellulare, que no podian ser diferenciadas
mediante técnicas bioquimicas o por su comportamiento en el cultivo ir viiro
(Meissner ¢t al., 1974). En un primer momento se agrupé también la especie
Mycobacterium scrofulaceym dentro de este complejo (Hamado entonces
MAIS), si bien posteriormente quedd establecido de forma inequivoca que
dicha especie no tiene una relacion con M. avium o M. intracellulare que lo
Jjustifique, por lo que ya no se acepta como miembro de MAC.

Schaefer y colaboradores desarrollaron en 1965 un sistema de seroagluti-
nacion, realizada con células completas y suero policlonal obtenido en cone-
jos, que permitia dividir el complejo en 15 serovares (Schaefer, 1965). Los
serovares 1y 2 fueron definidos en un principio como M. avium, ya que las
cepas pertenecientes a ¢stos eran virulentas al ser inoculadas en pollos. Poco
después se afiadié un nuevo serovar de cepas virulentas, ¢l nimero 3 (Marks
et al., 1969). Los serovares 4-6 v 8-11 se denominaron MAC “intermedios”,
pues solo producian lesiones locales en los puntos de inoculacién al ser inyec-
tados en pollos. El resto de serovares, totalmente avirulentos para fos pollos,
se consideraron propios de M. intracellulare. El niimero de serovares perte-
necientes a M. infracellulare fue aumentando (Wolinsky, 1979), siendo la
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naturaleza de alguno de estos serovares dificil de determinar. A principios de
1os 90 se considerd de forma unanime que los serovares 1-6, 8-11 y 21 eran
propios de M. avium, mientras que el 7, 12-20, 23 y 25 s¢ adjudicaban a M.
intracellulare; 1a especie dominante de otros serovares (21, 24, 26 y 28) es sin
embargo dificil de precisar (Saito et al., 1990; Wayne et al., 1993).

El ripido avance en el conocimiento de la genética micobacteriana permi-
1i6 la diferenciacion de estas dos especies mediante técnicas moleculares mas
facilmente reproducibles (Rogall et al., 1990). Al observar las propiedades
fenotipicas de los distintos aislados que quedaban englobados en la especie M.
avium se observé que habia una gran heterogeneidad: todas estas cepas pre-
sentaban una similitud de mas del 90% al realizar técnicas de hibridacion
ADN-ADN, lo que parecia indicar que pertenecen a una misma especie bac-
teriana (Saxegaard and Baess, 1988; Saxegaard et al., 1988), si bien exhibian
marcadas diferencias en lo referente a su patogenicidad, su velocidad y reque-
rimientos de cultivo in vifro v su preferencia de hospedador. Un estudio deta-
llado de estas caracteristicas fenotipicas y un andlisis de ADN mediante res-
tricciones enzimaticas permitid finalmente la subdivision de la especie M
avium en varias subespecies. Asi, en 1990 se establecieron tres subespecies:
M. avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis (Map) y M. avium
subsp. silvaticum (Thorel et al., 1990). En el afio 2002 se definié una nueva
especie, M. avium subsp. hominissuis, que agrupaba las cepas pertenecientes
a M. avium subsp. avium aisladas con mayor frecuencia de hospedadores
humanos y porcinos y del medio ambiente, y que tenian unas caracteristicas
fenotipicas y genotipicas diferentes de los aislados de aves (o “bird-type”)
(Mijs et al., 2002).

Pero, ademas de las especies enumeradas hasta ahora, se ha definido un
complejo grupo de aislados que, si bien son clasificados como MAC por algu-
nas técnicas [como las sondas comerciales de ADN Accu-Probe (Gen-Probe,
California, EEUU)}, no pueden ser asignados de forma inequivoca a ninguna
especie. Este grupo, que fue llamado cluster X, “no especifico” o MAIX
(Viljanen et al., 1993) ha sido objeto de varios estudios mediante distintas téc-
nicas de biologia molecular en los Gltimos 20 afios, especulandose con la posi-
bilidad de que contuviera nuevas especies de micobacterias (Frothingham and
Wilson, 1993; Frothingham and Wilson, 1994; Rogall et al., 1990; Soini et al.,
1996; Viljanen et al., 1993). Ha sido en la tltima década cuando, merced al
progresivo conocimiento del cluster X, se han definido dos nuevas especies:
M. chimaera (Tortoli et al., 2004} y M. colombiense (Murcia et al., 20006).

Antes de entrar a describir con mayor detenimiento cada una de las espe-
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cies y subespecies mencionadas anteriormente, conviene destacar una vez mas
la grandisima variabilidad genética que se ha ido describiendo en el Gltimo
cuarto de siglo dentro del complejo M. avizm. En este sentido, la heteroge-
neidad genética de MAC se ascmeja mas a la observada en E. coli que a la de
M. tuberculosis (Turenne et al., 2007). Por tanto, seguir describiendo aislados
clinicos como pertenecientes a MAC o incluso como M. avium resulta del
todo inadecuado ya que, aunque el tratamiento antibidtico para todas las espe-
cies de MAC es similar (Beggs et al., 2000), supone prescindir de una infor-
macion necesaria a la hora de valorar las conclusiones de los trabajos de
investigacion. El hecha de que tradicionalmente no se estableciera la subes-
pecie de M. avium de la que se hablaba mediante serotipificacion o analisis de
ADN en numerosos estudios hace que sea dificil interpretar sus resultados a
posteriori, lo que redunda en una pérdida de informacién muy valiosa.

Mycobacterium intracellulare

A pesar de haber sido definida como especie distinta de M. avium en 1967
(Runyon, 1967), ha sido objeto menos estudiada gue las subespecies de la
anterior. La dificultad para diferenciar las dos especies de MAC mediante
pruebas de cultivo o bioquimicos ha hecho que tradicionalmente se definieran
muchos aislados como “pertenecientes al complejo M. avium-intracellulare”,
hactendo dificil la interpretacion de los resultados en tuncién de la especie. El
desarrollo de sondas de ADN especificas para cada una de ellas hizo mucho
mas simple la identificacion, aunque hay aislados que pueden no reaccionar a
ninguna de ellas, complicando la valoracién de los resultados (Saito et al.,
1990). En la actualidad todavia hay muchos trabajos que identifican sus aisla-
dos como pertenecientes a MAC, ya que los sistemas comerciales son caros,
y el tratamiento es el mismo para todas las infecciones (Beggs et al., 2000).
La cepa tipo de esta especie, ATCC 13950, procede de un nifio fallecido por
una infeccidn diseminada (Cuttino and McCABE, 1949).

A pesar de la similitud fenotipica con M. avium, el estudio de su ADN ha
revelado diferencias significativas en casi todas las dianas moleculares estudia-
das, mostrando ademds una considerable vartabilidad intraespecifica (ver carac-
terizacion molecular del complejo avium, pags. 59-86). No se han deiectado
secuencias de insercion especificas de esta especie, aunque en ocasiones si se han
obtenido resultados positivos empleando sondas para la deteccion de elementos
propios de M. avium como IS7245 (Beggs et al., 2000; Keller et al,, 2002),

Se han identificado aislados de M. jntracellulare de varias especies ani-
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males, tanto domésticas como salvajes, en ocasiones causando procesos clini-
cos graves (Fleischman et al., 1982; Moore et al., 1971; Oloya et al., 2007,
Ritacco et al., 1998; Schrenzel et al., 2008); (Machackova et al., 2003), aun-
que no es un patégeno habitual en veterinaria, y su virulencia en aves es muy
inferior a la de M. avium (Tell et al., 2001). En humanos es un patogeno rele-
vante, capaz de provocar cuadros clinicos similares a los de M. gvium subsp.
hominissuis, curiosamente, parece afectar en menor medida a los pacientes
infectados de VIH que ésta subespecie (Beggs et al., 2000; Guthertz et al.,
1989; Wayne and Sramek, 1992), si bien esto puede representar diferencias en
la distribucién geografica de los aislados (Inderlied et al., 1993). Al igual que
en el caso de M. avium, la fuente de infeccion puede ser ambiental, ya que esta
micobacteria ha sido aislada repetidas veces a partir de muestras de agua en
distintas localizaciones (Aronson et al., 1999; Covert et al., 1999; Le Dantec
C. et al.,, 2002; Pryor et al., 2004; Vaerewijck et al.,, 2005} y puede resistir la
cloracion (Falkinham, I1I, 2003a).

Mycobacterium avium subsp. avium

Es la especie causal de la tuberculoesis aviar, aunque también puede infec-
tar otras especies animales, incluyendo el hombre. La cepa tipo es fa ATCC
25291, aislada de una gallina. Los aislados que pertenecen a esta especie eran
lamados anteriormente “de tipo aviar” (“bird-type™). A diferencia de A
avium subsp. hominissuis, todas las cepas de esta especie muestran un geno-
tipo ¥ un fenotipo bastante homogéneo. Asi, todas pertenecen a los serovares
1,2 & 3 (Pavlik et al., 2000; Ritacco et al., 1998) y son virulentas si se inyec-
tan en pollos; crecen en medios con huevo, no necesitan el aporte exdgeno de
micobactina para su crecimiento in vitro y el pH 4cido no estimula su creci-
miento; y no crecen a 24°C ni a 45°C. Al ser una micobacteria de crecimien-
to lento, requiere 3-4 semanas para dar lugar a colonias visibles en medios de
cultivo solidos.

En cuanto a su genotipo, uno de los rasgos mas caracteristicos es la pre-
sentacion de mas de dos copias de la secuencia de insercidn [S%07 (pag. 71),
que se considera especifica de esta subespecie (Kunze et al., 1992; Kunze et
al., 1991; Pavlik et al., 2000). Tradicionalmente se consideraba que poseia fres
copias de 1S7245, lo que daba lugar al “perfil aviar” al realizar RELP-IS/245
(Bono et al., 1995; Ritacco et al., 1998), pero recientemente se demostrd que
ese perfil era producto de hibridaciones cruzadas con ISI1377 (IS{311, pag.
69), de modo que ha quedado establecido que en realidad posee una copia de
1S7245 v dos de 1S1311 (Johansen et al., 2005).
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Es una bacteria de indudable interés veterinario: en primer lugar, es ¢l
agente causal de la tuberculosis aviar, enfermedad infecciosa transmisible que
puede originar cuantiosas pérdidas econdmicas; esta patologia es ahora poco
importante en grandes industrias de produccidn avicola gracias a los progra-
mas de prevencion (Gill and Blandy, 1986; Radkowski et al., 1996), pero
sigue siendo relevante en zooldgicos y otras agrupaciones de aves silvestres
cautivas (Dvorska et al., 2007; Schrenzel et al., 2008), y en pequefios aviarios
{Shitaye et al., 2008}, estando incluida en la antigua lista B de la Oficina
Internacional de Epizootias (OIE), Esta enfermedad esta distribuida por todo
el mundo, aunque parecen existir regiones o poblaciones en la que ¢s enzo6-
tica (Juan et al., 1996) v otras donde es muy infrecuente, como Japdn (Morita
et al,, 1994; Sato et al., 1996). La tuberculosis aviar afecta a numerosas espe-
cies de aves, si bien no todas las especies muestran la misma susceptibilidad,
stendo la enfermedad mas prevalente en pollos y aves salvajes criadas en cau-
tividad, mientras que patos y gansos parecen mds resistentes (Hejlicek and
Treml, 1995). Ademas, es especialmente preocupante en especies amenazadas
o en peligro de extincidén (rapaces). De cualquier forma, la susceptibilidad de
las aves a la infeccién por M. avium subsp. avium se ve muy influida por otros
factores predisponentes, fundamentalmente los que provocan estrés en los ani-
males (Tell et al., 2001). El diagndstico in vive se ve complicado por el hecho
de que los animales enfermos pieden no mostrar signos clinicos, o mostrar un
cuadro inespecifico y muy variable hasta que la enfermedad estd muy avan-
zada (Tell et al., 2001). La tuberculinizacién cutinea ha sido una herramienta
util en el saneamiento de explotaciones avicolas (Pavlas, 1981; Thorel et al.,
1997), aunque su utilidad es menor en otras especies. Otra alternativa diag-
nodstica es el test de aglutinacion en sangre para la deteccidon de anticuerpos,
que aungue no es 100% sensible es al menos tan fiable como la tuberculini-
zacidn (Thorel et al., [997). La via de adquisicion de la enfermedad es funda-
mentalmente la fecal-oral, y por ello las lesiones granulomatosas aparecen en
primer lugar en el tracto intestinal, y seguidamente en higado v bazo (Tell et
al., 2001; Thorel et al., 1997).

Aunque las aves constituyen su hospedador preferente, esta bacteria tam-
bién se ha aislado de un amplio rango de mamiferos: asi, se ha aislado A
avium subsp. avivm a partir de muestras procedentes de ciervos y ovejas
(Ritacco et al., 1998), vacas (de Lisle et al., 1998; Dvorska et al., 2004;
Ocepek et al.,, 2003}, roedores (Fischer et al., 2000), cerdos (Bauer et al.,
1999; Komijn ¢t al., 1999; Mobius et al., 2006; Oliveira et al., 2003; Ritacco
et al., 1998; Thegerstrom et al., 2005), humanos (Kumar et al., 2006; Legrand
et al., 2000; Novi et al., 2000; Picardeau et al., 1997} (si bien en muchos casos
solo se identifican los aislados por RELP-1S7245) e incluso muestras ambien-
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tales (Dvorska et al., 2002; Fischer et al., 2003; Fischer et al., 2004). No obs-
tante, en lo que hace referencia a las muestras ambientales, humanas y porci-
nas, en la mayoria de los casos el porcentaje de aislados de M avium subsp.
avium cultivados es muy inferior al de M. avium subsp. hominissuis.

Mycebacterium avium subsp. hominissuis

Esta subespecie bacteriana, de muy reciente definicion, se diferencia de M.
avium subsp. avium por sus caracteristicas fenotipicas (es capaz de crecer en
un rango mis amplio de temperaturas, entre 24 y 45°C) y genotipicas (secuen-
cia de ITS — Internal Transcribed Spacer, ver pag. 61 — variable, perfil de
RFLP-I1S7245 multibanda) (Mijs et al., 2002). Estas bacterias estan amplia-
mente distribuidas en el medic ambiente, gue puede constituir una fuente de
infeccién para humanos (Primm et al., 2004) y animales (Mailova et al.,
2004).

Es sin duda la subespecie mas heterogénea de M. avium, ya que la aplica-
cidn de técnicas de caracterizacion molecular detecta una mayor variabilidad en
ella comparada con los patbgenos estrictos M. avium subsp. avium y M. avium
subsp. paratuberculosis: asi, ademdas de la secuencia de ITS, también presenta
diferencias en el gen hsp63 (Turenne et al., 2006) v un mayor polimorfismo a
nivel de LSPs (Long Sequence Polymorphisms) (Semret et al., 2006b; Semret et
al., 2004). Es una bacieria saprofita, de mucha menor patogenicidad que las dos
anteriores, y que se comporta como un patégeno oportunista.

A nivel veterinario esta especie presenta un interés mas reducido, ya que
no suele originar enfermedad clinica en los amimales. Su impacto mas rele-
vante se da en la especie porcina, donde puede originar lesiones granuloma-
tosas, fundamentalmente en los linfonodos situados en la cabeza y mesentéri-
cos (Thorel et al., 1997; Thorel et al., 2001). A pesar de que los cerdos no
muestran signos clinicos, el hallazgo de estas lesiones en el matadero puede
dar lugar a un importante descenso en el valor econdmico del animal (Matlova
et al., 2004), habiéndose descrito casos en todos los continentes (Bauer et al.,
1999; Bono et al., 1995; Feizabadi et al., 1996; Johansen et al., 2007; Komijn
et al., 1999; Matlova ¢t al., 2005; Matlova et al., 2004; Mobius et al., 2006;
Nel, 1981; Oliveira et al., 2003; Ritacco et al., 1998; Thegerstrom et al., 2005;
Thorel et al., 2001; Tirkkonen et al., 2007). En ocasiones es dificil precisar si
en los estudios publicados se describen aislamientos de M. avium subsp.
hominissuis o M. avium subsp. avium debido a una incompleta caracterizacion
de las cepas; de cualquier forma, en la mayoria de los trabajos en los que si se
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realiza una identificacion completa de los aislados, la proporcion de la prime-
ra subespecie suele ser mayor que la segunda, con algunas excepciones
(Mobius et al., 2006, Thegerstrom et al., 2005), tal vez debido a distintos fac-
tores de exposicion. La ubicacidn de las lesiones indica que la via de infec-
cién es normalmente oral, aunque se han descrito lesiones circunscritas a lin-
fonodos bronquiales (di Guardo G. et al., 1991},

También se ha aislado de muestras de vacuno (Dvorska et al., 2004), aun-
que al igual que sucede en porcino, en muchos estudios no se llega a diferen-
ciar entre M. avium subsp. hominissuis o M. avium subsp. avium, vy resulta
dificil estimar la prevalencia real de infeccién. Tampoco origina cuadros cli-
nicos, ya que el vacuno parece resistente a la infeccion (Weiss et al., 2002),
aunque puede dar lugar a lesiones visibles en matadero que se lieguen a con-
fundir con las producidas por M. bovis {Thorel et al., 1997). La importancia
fundamental de M. avium en el vacuno radica en su capacidad para inducir fal-
sas reacciones positivas o negativas en los tests de diagndstico de la tubercu-
losis bovina, pudiendo comprometer asi el éxito de los planes de erradicacion
(Amadori et al., 2002; Dunn et al., 2005; Hope et al., 2005; Lauzi et al., 2000;
Walravens et al,, 2002; Waters et al., 2004), Al ser M, avium subsp, hominis-
suis la subespecic mas ampliamente distribuida, es probable que sea la cau-
sante de un gran porcentaje de las sensibilizaciones inespecificas producidas
en el marco de las campafias de saneamiento.

Aunque de forma poco frecuente, también se han publicado estudios de
infecciones en la especie equina por M. avium (normalments, sin precisar la
subespecie) causando diversos cuadros, desde artritis sépticas (Hewes et al,,
2005) a problemas oculares (Leifsson et al., 1997), abortos (Cline et al,, 1991;
Helie and Higgins, 1996}, pérdida de peso e hipoproteinemia (Buergelt et al.,
1988) e incluso infecciones generalizadas (Gunnes et al., 1995},

De forma mas o menos esporddica también se ha aislado M. avium de ani-
males de compaiiia (Horn et al., 2000; Naughton et al., 2005; O’ Toole et al.,
2005) y fauna salvaje (Cho et al., 2006), pero normalmente en casos aislados,

De mucha mayor relevancia es el papel del complejo avium en general y de
M. avizm subsp. hominissuis en particular como patdgenos oportunistas en
Salud Pablica. Desde el primer caso de infeccion en humanos por un miembro
de MAC publicado en 1943 (Feldman et al., 1943) hasta la aparicion del virus
del SIDA, se describian fundamentalmente dos presentaciones (Ashford et al.,
2001b; Falkinham, I, 1996; Inderlied et al,, 1993; Wayne and Sramek, 1992):

« una forma pulmonar, normalmente en individuos inmunocompetentes
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pero con otras enfermedades respiratorias predisponentes como enferme-
dad pulmonar obstructiva cronica, bronquitis, tuberculosis previas, enfi-
sema o fibrosis quistica. La sintomatologia de este cuadro es altamente
inespecifica, con fiebre, fatiga, sudores, tos no productiva y hemoptisis.

= causando linfadenopatias, fundamentalmente en nifios, y afectando a
linfonodos cervicales, submaxilares, preauriculares o submandibulares,

La importancia de esta bacteria en Salud Pablica ha aumentado considera-
blemente en las ultimas décadas debido a la combinacion de una serie de fac-
tores: por una parte, la aparicion del VIH, el progresivo envejecimiento de la
poblacién en los paises desarrollados y el incremento en el uso de terapias
mmunosupresoras, han aumentado la poblacion inmunodeprimida y por tanto
susceptible a MAC (Falkinham, T, 2003b); por otra, la creciente implanta-
cidn a nivel mundial de tratamientos potabilizadores del agua puede producir
una scleccion positiva de bacterias resistentes a la cloracion, como los miem-
bros de MAC (Falkinham, 111, 2003a; Primm et al., 2004).

Por todo ello, la epidemiclogia de MAC ha ide evolucionando hacia la
aparicion de nuevas formas: en individuos inmunosuprimidos puede provocar
mfecciones generalizadas, siendo la infeccion por VIH el factor de riesgo mds
importante asociado con la enfermedad por M. avium (Inderlied et al., 1993).
Desde la primera noticia de infeccion diseminada por MAC en pacientes con
SIDA en 1982 (Zakowski et al., 1982) se han publicado numerosos irabajos
en relacion a estas dos enfermedades, describiendo frecuencias de infeccion
por MAC del 10-20% hasta el 50% en pacientes con SIDA en paises desarro-
ltados {Ashford et al., 2001b; Horsburgh, Jr., 1991; Nightingale et al., 1992),
aunque con la instauracion de las terapias anfi-retrovirales y tratamientos anti-
bidticos combinados frente a MAC esos niimeros han disminuido considera-
blemente con posterioridad (Horsburgh, Jr. et al., 2001; Karakousis et al.,
2004b). Cabe destacar que la cepa de M. avium subsp. hominissuis cuyo geno-
ma ha sido secuenciado, M. avium 104, fue aislada de un paciente con VIH en
California a mediados de los 80.

Ademas MAC también puede producir patologias pulmonares en pacien-
tes inmunocompetentes sin otras enfermedades respiratorias predisponcntes:
este cuadro, que en ocasiones recibe el nombre de “sindrome de Lady
Windermere”, afecta preferentemente a mujeres no fuimadoras de edad madu-
ra, ¥ su incidencia ha aumentado en los tltimos afios (Falkinham, 1, 2003b;
Field et al., 2004; Martins et al., 2005; Tutor-Ureta et al., 2006)

Por dltimo, M. avium puede ser aislado de muestras procedentes de pacien-
tes sin patologias aparentes, indicando una posible contaminacién de la mues-
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tra 0 una colonizacion transitoria del hospedador {Aronsen et al., 1999). Esto
uliimo dificulta en gran medida la interpretacién de cultivos positivos de A
avium a partir de muestras no estériles, por lo que la American Thoracic
Society (ATS) estableci6é unos requisitos para identificar aquellos pacientes que
deben ser considerados como enfermos de MAC {van Soolingen et al., 1997b).

A pesar de ser una enfermedad de gran relevancia la epidemiologia de la
misma no esta clara: al estar causada por una micobacteria ubicua, la fuente
de infeccion en pacientes humanos no siempre llega a ser identificada.
Aunque M avium puede infectar muchos animales salvajes y domésticos,
éstos no suelen considerarse una fuente de infeccidén importante para el hom-
bre, v la transmisién entre personas no ha sido documentada. En la actualidad
el agua contarinada con M. avium se considera el mayor factor de riesgo en
la adquisicion de la enfermedad (Falkinham, 111, 1996; Inderlied et al., 1993),
especialmente teniendo en cuenta que se ha comprobado que los miembros de
MAC pueden colonizar de forma persistente los sistemas de canalizacion de
agua en edificios publicos y hospitales y por tanto ser una fuente de infeccion
para poblaciones susceptibles (Aronson et al, 1999; Primm et al., 2004,
Vaerewijck et al., 2005; Von Reyn et al., 1994). En ocasiones, sin embargo, el
agua puede contaminar muestras clinicas, complicando la interpretacién de
los resultados (Aronson et al., 1999).

El tratamiento de las infecciones por MAC depende del cuadro de presen-
tacion de la enfermedad, habiéndose ensayado con miltiples combinaciones
de antibidticos {Falkinham, III, 1996). En la actualidad la mayoria de los tra-
tamientos consisten en el uso de claritromicina o azitromicina combinados
con etambutol, rifampicina o rifabutina (Horsburgh, Jr. et al., 2001; Inderlied
et al., 1993; van Soolingen et al., 1997b). En ¢l caso de pacientes con VIH es
conveniente administrar quimioprofilaxis con estos mismos antibioticos si el
recuento de CD4 es menor de 50-100 células/mL (Horsburgh, Jr. et al., 2001}.
En el caso de linfadenitis causadas por M. avium, el tratamiento recomenda-
do es la cirugia, que presenta una tasa de éxito del 95% (Schaad et al., 1979;
van Soolingen et al., 1997b).

Mycobacterium avium subsp. silvaticum

También {lamada la “micobacteria de la paloma torcaz” (wood pigeon
mycobacteria) debido a que fue aislada en primer lugar de esta especie animal
(Christiansen et al., 1946), sus caracteristicas diferenciales con otros miembros
de MAC (particularmente con M. avium subsp. avium) siguen siendo un moti-
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vo de debate. Estudios basados en la comparacién de ADN determinaron una
relacion muy estrecha con M. avium y Map (Saxegaard and Baess, 1988), v
recibid su nombre actual en 1990 basandose la diferenciacién de las otras
subespecies en sus caracteristicas fenotipicas (Thorel et al., 1990). Algunos de
sus principales rasgos distintivos son su dependencia de micobactina en aisla-
miento primario, aunque no en posteriores subcultivos (Matthews et al., 1978;
Thorel, 1984), y su incapacidad para crecer en medios que incorporen huevo
en su composicion (Thorel et al., 1990). Ademads de aves, esta bacteria también
puede infectar rumiantes salvajes y domésticos, provocando lesiones similares
a las de tuberculosis (Collins et al., 1985; Jorgensen and Clausen, 1976). Su
cepa tipo es la ATTCC 48898 (strain 6409), aislada de una paloma torcaz.

La polémica sobre la diferenciacidn real entre M. avium subsp. silvaticum
y el resto de MAC deriva del hecho de que, a pesar de los grandes avances en
el estudio molecular logradoes en el campo de la microbiologia én los Gltimos
20 afios, no se han llegado a caracterizar grandes polimorfismos a nivel gend-
tico caracterfsticos de esta subespecie. Un estudio realizado mediante el
empleo de electroforesis en campo pulsado describi6é una uniformidad en los
perfiles obtenidos a partir de M. avium subsp. silvaticum respecto a los de
otros miembros de MAC (Levy-Frebault et al., 1989), pero este método no es
adecuado para delimitar especies bacterianas (Turenne et al.,, 2007). La
secuencia de insercion 1S902 fue descrita en un principio comoe un elemento
especifico de M. a. silvaticum (Moss et al., 1992), pero la comparacién con
iS901 revela una homologia mayor del 99%, poniendo en duda la diferencia
real entre las dos (Turenne et al., 2007). Otra secuencia descrita inicialmente
en esta subespecie y en Map, el elemento GS (Tizard et al., 1998), también ha
sido encontrado en aisfados de M. avium subsp. avium (Bull et al., 2000).
Tampaco la secuenciacidn del gen Asp65 (Turenne et al., 2006) o el estudio de
LSPs (Semret et al., 2006b) revelan diferencias entre A avium subsp. avium
v silvaticum, a pesar de que si se detectan polimorfismos respecto a las otras
saubespecies. Por todo ello, y a la espera de nuevas evidencias que diferencien
estas dos subespecies, resulta légico especular con la posibilidad de que AL
avium subsp. silvaticum represente un subtipo de M. avium subsp. avium
adaptado a un hospedador especifico (la paloma torcaz) (Turenne et al., 2007).

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map)

Es la bacteria mas importante del complejo avium desde el punto de vista
veterinario, ya que es el agente causal de una enfermedad de gran relevancia
en rumiantes domésticos: la paratuberculosis o enfermedad de Johne.

58



Esta bacteria, descrita por primera vez en 1895 (Johne and Frothingham,
1895), recibio el nombre de Mycobacterium paratuberculosis en 1923
(Bergey et al., 1923), y fue considerada una micobacteria distinia de la aviar
con base en sus diferencias fenotipicas. Sin embargo, con la llegada de las téc-
nicas de estudio genético, se comprobé la elevada homologia existente entre
Map y Mycobacterium avium (Saxegaard and Baess, 1988; Saxegaard et al,,
1988). Por ello, en 1990 se agruparon estas dos especies, junto con la mico-
bacteria de la paloma torcaz, quedando todas ellas agrupadas como subespe-
cies de M. avium (Thorel et al., 1990).

Map es un patdgeno intracelular obligado cuyas caracteristicas fenotipicas
diferenciales mas sobresalientes son findamentalmente su dependencia del
aporte exdgeno de micobactina para su cultive in-vifro y la extremada lenti-
tud de su crecimiento. La micobactina es un agente quelante del hierro, nece-
sario para el transporte de este metal al interior de la célula, Para el cultivo ini-
cial de Map se utilizd la micobactina P, obtenida a partir de cultivos de
Mycobacterium phlei (Francis et al., 1953). En la actualidad esta extendido el
uso de la micobactina J, obtenida a partir de cepas de Map modificadas tras
multiples pases en medios de cultivo en el laboratorio (Merkal and
McCullogh, 1882). Sin embargo, la capacidad de ciertas cepas de Map para
crecer en ausencia de micobactina (Aduriz et al., 1995) o gracias al aporte de
otras sustancias que aporten el hierro necesario para el metabolismo bacteria-
no (Merkal and Curran, 1974), asi como la facultad para sintetizar micobacti-
na por parte de ciertas cepas {Barclay ct al., 1985; Merkal and McCullogh,
1882) ponen en cuestion la especificidad de la necesidad del aporte de mico-
bactina en Mgp, al menos para algunas cepas. Del mismo modo, si bien la el
tiempo necesario para su crecimiento i vitro de Map no suele ser menor de 4
meses, se han descrito importantes diferencias entre distintas cepas, remar-
cando la existencia de al menos dos fenotipos dentro de esta subespecie,

Desde el punto de vista genético, Map es una de las dos bacterias del com-
plejo avium cuyo genoma ha sido secuenciado por completo, el de la cepa k10
(Li et al., 2005), constando de 4.829.781 pares de bases que forman un tnico
cromosoma circular y codifican 4350 ORFs, 45 ARNt v un operén ARNT.
Mediante técnicas de analisis ix sifico se han identificado mas de 3000 genes
homologoes a otros descritos en M. tuberculosis, asf como 161 regiones gend-
micas Unicas que codifican 39 genes de Map que no habian sido descritos
antes. Antes de la finalizacion del proyecto de secuenciacidn del genoma de
Map ya habfan sido descritas varias secuencias y elementos especificos en su
ADN: ¢l primero v mas utilizado de todos ha sido sin duda el IS900, si bien
puede plantear problemas de especificidad (ver IS900, pag 70). Para solucio-
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nar ese problema, el uso de otras secuencias alternativas ha sido contemplado
en distintos estudios.

Al aplicar distintas técnicas de caracterizacion molecular en €l complejo
avium, los aislados de Map siempre ofrecieron una mayor homogeneidad que
los de M. avium subsp. hominissuis 0 M. intracellulare. Sin embargo, desde
que comenzaron a aplicarse las primeras técnicas de caracterizacion molecu-
lar basadas en el estudio de todo el cromosoma bacteriano se describieron dos
grupos bien diferenciadoes de perfiles: en diversos estudios independientes, el
RFLP-IS900 separd las cepas aisladas de muestras de ovino v de caprino (y
que presentaban una velocidad de crecimiento extremadamente lenta) de las
cepas procedentes de vacuno v de otras especies, incluyendo algunas de
pequefios runiiantes (ver RELP, pag. 66) Al estandarizar el protocolo se defi-
nieron tres grupos, Bovino (Cattle), Ovino (Sheep) e Intermedio
(Intermediate) (Pavlik et al., 1999). Aplicando una técnica distinta, y dirigida
a otras dianas en el cromosoma bacteriano, los mismos resultados se obtuvie-
ron mediante la técnica de electroforesis en campo pulsado (PFGE, Pulsed
Field Gel Electrophoresis) dividiéndose los aislados analizados en tres gran-
des grupos, que se llamaron 1, I v Ul (ver PFGE, pag. 73). El inconveniente
fundamental de estas técnicas es la necesidad de ufilizar una gran cantidad de
ADN bacteriano, lo que, en ocasiones, no es facil cuando se trabaja con mico-
bactertas de cultivo tan lento y dificil como Map.

Al ir aplicando técnicas moleculares sobre nuevas dianas genéticas, la
diferencia existente entre estos grupos ha seguide poniéndose de manifiesto,
si bien en algunos casos selo se pueden diferenciar los tipos I y 1, guedado
los aislados de tipo 1l integrados junto a los I: es el caso del SNP (Single
Nucleotide Polymorphism, o mutactén puntual) descrito en Ja sccuencia de
insercion IS7371 (pag. 69), la secuenciacién del gen hsp63 (Turenne et al.,
2006) o la PCR disefiada por Collins y colaboradores dirigida a la region
adyacente a la secuencia de insercion de 1S900 (Collins et al., 2002), En un
estudio realizado sobre 25 genes en aislados de Map de tipo Ty I, Marsh v
colaboradores detectaron 11 SNPs pertenecientes a 8 genes (hsp63, sodA,
dnad, dnaN, recF gvrB, inhd v pks8) que podian diferenciarlos, aunque por
desgracia no se incluyo una cepa de tipo Il en la comparacién (Marsh and
Whittington, 2007). Del mismo modo, la secuenciacién del IS900 en un
pequefio panel de cepas de Map reveld que, mientras que las cepas de tipo TI
mostraban una secuencia 1déntica con la descrita en Map k10, todas las cepas
de tipo I mostraban indeterminaciones en dos Joci en conereto (Semret et al.,
2006a). Por ultimo, al realizar analisis mediante RDA (Representational
Difference Analysis) se detectaron otros tres Joci especificos de las cepas de
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tipo 1 ausentes en las de tipo II (v curiosamente presentes en M. avium)
{(Dohmann et al., 2003). En el Yinico andlisis basado en PCR capaz de distin-
guir los tres tipos de cepas de Map realizado hasta la fecha, Castellanos y
colaboradores encontraron varios SNPs en los genes gyrd y gvrB que podian
ser puestos de manificsto mediante PCR-REA (Restriction Endonuclease
Analysis), dando distintos patrones de bandas para cada uno de los tipos de
aislado (Castellanos et al., 2007).

Estas diferencias, presentes en forma de SNPs o pequefios fragmentos de
ADN, se ven confirmadas por los LSPs detectados al realizar microarrays con
cepas de tipo I en comparacién con el genoma secuenciado de la cepa k10:
tres grandes fragmentos de ADN, presentes en Map k10, no fueron detectados
en cepas de tipo [ {Marsh et al., 2006; Marsh and Whittington, 2005; Semret
et al., 2006Db).

Estos distintos grupos no estan distribuidos geograficamente de forma uni-
forme, Asi, mientras que el tipo H es el mas ampliamente extendido (es el mds
frecuente en Europa) v ha sido aislado a partir de un amplio rango de hospe-
dadores (Collins et al., 1990; Greig ef al,, 1999; Pavlik et al., 1995; Pavlik et
al., 1999}, los tipos [ y 11T han sido cultivados con mucha menor frecuencia, y
normalmente se aislan de especies rumiantes domésticas (Collins et al., 1990;
Cousins et al., 2000; de Juan et al., 2006; dec Juan et al., 2005; Sevilla ct al.,
2007; Stevenson et al., 2002; Whittington et al., 2000; Whittington ct al.,
2001).

Combinando los distintos hallazgos obtenidos a través de dos aproxima-
ciones moleculares opuestas (SNPs frente a LSPs) se ha especulado sobre la
posible filogenia de las especies de M. gvium y, en particular, sobre la evolu-
cton de los tipos de Map a partir de M. avium: partiendo de la base de que
todas las subespecies de M. avium han evolucionado a partir de un ancestro
comun, los hallazgos iniciales de caracteristicas comunes entre M. avium y
aislados de tipo I, pero distintos en los de tipo II [como el SNP en IS/37/
{Whittington et al., 1998} o los fragmentos pig-RDAL0, pig-RDA20 v pig-
RDA30 {Dohmann et al., 2003)] plantearon la posibilidad de que el tipo 1
fuera un estado evolutivo intermedio entre el ancestro comtn y el tipo II, que
experimentd mas alteraciones en su genoma. Sin embargo, la reciente des-
cripeiom de tres grandes deleciones en ¢l tipo | respecto al tipo 11 cuya secuen-
cia estd conservada en M. avium 104 en su mayor parte (aunque invertida en
algunas partes) (Marsh et al., 2006), y el hecho de que los 11 SNPs diferen-
ciadores de los tipos 1 y Il descritos por Marsh y colaboradores estuvieran
repartidos casi por igual en el genoma de M. avium 104, (6 SNPs propios de
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tipo I 'y 5 del tipo II) (Marsh and Whittington, 2007) cuestiona esa mayor pra-
ximidad propuesta entre M. avium v Map tipo 1. En la actualidad se estan rea-
lizando también microarrays comparando los genomas de M. avium 104 y
Map k10 con cepas de tipo III en un intento de esclarecer las caracteristicas
diferenciales de ese subgrupo (Castellanos ef @/., manuscrito en preparacion}.
Sin duda la proxima publicacién del genoma de la cepa S (tipo I) (Paustian et
al., 2007) oftecerd nuevas respuestas a la relacion filogenética entre los dis-
tintos grupos de aislados de Map.

La importancia de Map en salud publica deriva fundamentalmente de la
controversia acerca de su posible papel en el desencadenamiento, estableci-
miento o persistencia de la enfermedad de Crohn. Esta es una enfermedad cré-
nica inflamatoria del intestino en el hombre, caracterizada por malestar gene-
ral, pérdida cronica de peso, dolor abdominal y diarreas, acompafiado en
ocasiones por fiebre (Chiodini, 1989; Stange et al., 2006). Fue descrita por
primera vez en 1913 por Dalziel {Dalziel, 1913), aunque recibié su nombre
del autor de otra descripeién posterior de la enfermedad como una patologia
que afectaba al intestino delgado (Crohn et al., 1932). Posteriormente se ha
reconocido que, si bien las lesiones se localizan fundamentalmente en el ileon
distal, cualquier parte del tracto gastrointestinal puede estar afectada (Grant,
2005). Forma parte de las llamadas Enfermedades inflamatorias del intestino
(Inflammatory Bowel Diseases, IBD) junto con la colitis ulcerosa; estas enfer-
medades resultan dificiles de definir, puesto que son mas bien sindromes
caracterizados por un fenotipo clinicopatolégico similar pero con varias cau-
sas {Shanahan, 2002). Por ello, los enfermos de Crohn forman un grupo muy
heterogéneo, que puede dividirse en 24 subgrupos atendiendo a tres pardme-
tros: edad en el primer diagnostico, localizacion de la enfermedad en el trac-
to gastrointestinal y comportamiento de la enfermedad (més o menos invasi-
va, 0 constrictiva) (Gasche et al., 2000). Dada la gran variedad existente entre
distintos casos de la enfermedad se especula con que no todos tengan una
misma etiologia (Grant, 2005).

Las posibles causas de la enfermedad que se han ido investigando a lo
largo de los afios incluyen (Grant, 2005):

= Un origen infeccioso, debido a micobacterias (Map), E. coli, Listeria,
0 virus.

¢ defectos en la mucosa mtestinal que dan lugar a desequilibrios en la
absorcidn de bacterias y alimentos.

» alteraciones de la respuesta inmune (problemas de antoinmunidad, lo
que se traduce en una respuesta inadecuada del sistema inmune de la
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mucosa intestinal a la flora bacteriana normal produciendo alteracio-

nes; o problemas de inmunodeficiencia, lo que implica que no se eli-

minan de forma normal los microorganismos, y por ello se provoca una

respuesta inmune celular compensatoria que da lugar a los trastornos).
» susceptibilidad genética.

En la actualidad hay un consenso en la comunidad cientifica acerca del ori-
gen multifactorial de la enfermedad de Crohn, que implicarfa una interaceion
entre ciertos factores de susceptibilidad genética, uno o varios microorganis-
mos v la respuesta inmune del hospedador desencadenada por una lesidn en
el tejido (Shanahan, 2002),

La enfermedad de Crohn es una patologia propia de paises desarrollados,
v su incidencia, al igual que la del resto de enfermedades inflamatorias del
intestino, estd experimentando un crecimiento en los Gltimos afios (Loftus, Jr.
and Sandborn, 2002). La edad de presentacion mdas habitual es de los 16 a los
25 afios, aunque puede aparecer antes o en edad adulta, y afecta por igual a
ambos sexos {Grant, 2005; Loftus, Jr. and Sandborn, 2002; Stange et al.,
2006). Aln no se ha descubierto una cura, por lo que los (nicos tratamientos
descritos son paliativos, requiriendo en un amplio porcentaje de los casos (70-
80%) cirugias para eliminar el intestino afectado, que posteriormente suelen
recidivar (Chiodini, 1989); el abanico terapettico disponible para controlar
los sintomas es muy amplio, dependiendo el tratamiento del grado de enfer-
medad, localizacion de la misma, presencia de otras manifestaciones clinicas,
posibles efectos adversos de los medicamentos, etc, por lo que debe valorarse
individualmente (Travis et al., 2006). Normalmente se dirige a aliviar los sin-
tomas, basandose en antidiarreicos, anfiinflamatorios ¢ inmunosupresores, El
desconocimienio de la causa de la enfermedad impide el disefio de tratamien-
tos etioldgicos.

En lo referente a la posible relacién entre Map y esta patologia cabe desta-
car que la primera asociacidn entre paratuberculosis y enfermedad de Crohn
data de 1913, pues ya Dalzicl comparaba ambas enfermedades basandose en
las similitudes en el cuadro clinico y las lesiones (Dalziel, 1913). Desde enton-
ces se ha especulado mucho sobre el posible origen infeccioso de 1a enferme-
dad de Crohn. En un intento de responder a esta incognita, se han realizado
numerososo estudios en pacientes de Crohn y de otras IBDs (fundamental-
mente de colitis ulcerativa) en busca de evidencias de un contacto con Map.

El cultivo bacterioldgico de la bacteria en muestras de pacientes enfermos
de Crohn es sin duda la demostracion irrefutable de su presencia en un estado
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viable, pero en ocasiones es muy dificil de lograr. El primer aislamiento de
una micobacteria fue obtenide por Chiodini v colaboradores (Chiodini et al.,
1984). En un principio no pudieron identificarla, ya que estaba en lo que luego
se definié como esferoplasto o forma con pared celular deficiente (CWD, Cell
Wall Deficient) (Chiodini et al., 1986), pero observaron algunas caracteristi-
cas, como el extremadamente largo periodo de incubacion (18 meses) v su
dependencia de micobactina para el crecimiento in vitro, Posteriormente se
demostrd que ese esferoplasto podia adoptar con el tiempo una forma bacilar,
siendo su forma primaria la probable causa del prolongado tiempo necesario
para su primoaislamiento y de su incapacidad para tefiirse con las téenicas
convencionales (Chiodini et al., 1986). Finalmente se identificaron esos esfe-
roplastos como Mup gracias a analisis de ADN (McFadden et al.,, 1987).
Desde entonces se ha intentado aislar Map a partir de biopsias de pacientes de
Crohn y controles con resultades irregulares: en un estudio realizado en 439
casos de enfermos de [BD v 324 controles no se consiguid aislar AMap en nin-
gin caso (aunque si detectar su ADN) (Collins et al, 2000), mientras
Schwartz y colaboradores (Schwartz et al., 2000), Bull v colaboradores (Bull
et al., 2003), v Sechi y colaboradores (Sechi et al., 2005) si cultivaron la bac-
teria empleando muestras de mucosa intestinal de un porcentaje mayor de
casos enfermos que de controles sanos; también se pudo cultivar a partir de un
paciente de VIH a partir de muestras de sangre, heces y de una biopsia
(Niemann et al., 2002b). Naser y colaboradores dieron un paso mas al demos-
trar fa distribucidn sistémica de Map mediante cultivo en leche materna de
pacientes de Ciohn y en sangre de pacientes de Crohn y enfermos de colitis
ulcerativa, perc no de los controles (Naser et al., 2004; Naser et al., 2000b).

Dada la dificultad que entrafia el cultivo bacteriolégico se han adoptado
otras dos estrategias para demostrar la implicacién de Map en la enfermedad
de Crohn: la deteccidn de secuencias especificas de su ADN en muestras cli-
nicas (fundamentalmente IS900, aunque esto puede plantear problemas de
especificidad; pag. 70) y el andlisis seroldgico en busca de anticuerpos frente
a la bacteria. Las técnicas de deteccion de ADN pueden a su vez subdividirse
en las basadas en la extraccidn del ADN bacteriano y la realizacion de PCRs
o0 bien las que emplean una sonda especifica para realizar una hibridacion in
situ. Desde la primera deteccion de 18900 de muestras de pacientes de Crohn
(Sanderson et al., 1992) se han realizado numerosos estudios, ofreciendo en
muchas ocasiones resultados contradictorios. Los diferentes protocolos apli-
cados, especialmente a la hora de extraer el ADN, poedrian explicar esta hete-
rogeneidad; concretamente el no aplicar un protocolo suficientemente agresi-
vo, incorporando una fase de ruptura mecdnica de las células, ha sido
esgrimido como causa de falsos negativos (Bull et al., 2003; Hermon-Taylor
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et al.,, 2000). De cualquier forma, tomando como referencia los trabajos publi-
cados a partir del 2000, se pueden encontrar estudios que describen un por-
centaje mayor de muestras positivas procedentes de Crohn respecto a contro-
[es sanos o con otras enfermedades (Autschbach et al., 2005: Bull et al., 2003;
Collins et al., 2000; Hulten et al., 2001; Naser et al., 2004; Romero et al,,
2005; Ryan et al., 2002; Sechi et al., 2001; Sechi et al., 2005), mientras que
otros reflgjan resultados discordantes (Baksh et al., 2004; Bernstein et al.,
2003; Ellingson et al., 2003; Fujita et al., 2002; Tzen et al., 2006). En una
aproximacién ligeramente diferente, Ryan y colaboradores describieron la
mayor tasa de deteccion de ADN de FE.coli en granulomas de enfermos de
Crohn respecto a los controles, reflejando asi la posibilidad de que en estos
pacientes haya un incremento no especifico de la carga bacteriana (Ryan et al.,
2004). Sin embargo Clancy y colaboradores detectaron un incremento en los
niveles de TNF-+ de las muestras de pacientes de Crohn asociado a la pre-
sencia de ADN de Map (Clancy et al., 2007).

En cuanto a las evidencias aportadas por las pruebas seroldgicas, el anti-
geno empleado para detectar los anticuerpos parece tener una gran influencia
en los resultados (Grant, 2005). De cualquier forma, una vez mas no hay una-
nimidad en los resultados obtenidos, pues mientras hay autores que detectan
un mayor titulo de anticuerpos frente a elementos de Map en pacientes de
Crohn (Barta et al., 2004; Collins et al., 2000; Nakase et al., 2006; Naser et
al., 1999; Naser et al., 2000a; Olsen et al., 2001; Olsen et al., 2003; Shafran et
al., 2002b} otros estudios no encuentran asociacién entre ambos hechos, 0 en
relacion a un genotipo susceptible (ver mas adelante) (Bernstein et al., 2004:
Bernstein et al,, 2007). Una posible explicacién a la discordancia entre los
resultados resefiados reside en la posibilidad de reacciones cruzadas en el
ELISA que den lugar a falsos positivos (Polymeros et al., 2006).

Recientemente se realizé una revision y meta-andlisis de los trabajos
publicados relativos al aislamiento de ADN de Map v a la deteccién de anti-
cuerpos en pacientes de Crohn (Feller et al., 2007). La primera conclusién de
dicho trabajo fue que muchos trabajos adolecian de defectos de forma, espe-
cialmente en el tamafio de los grupos (casos/controles) y en la seleccién del
grupo de individuos control. A pesar de ello se concluyd que en ambos casos
(deteccion de ADN y serologia) se observaba una asociacion estadisticamen-
te significativa entre un resultado positivo y ser paciente de Crohn. Sin embar-
go esta asociacién no puede confirmar por si misma el papel de Map como
mductor de la enfermedad (Feller et al., 2007).

Una ultima aproximacioén al problema consiste en la valoracion de los resul-
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tados de los tratamientos de pacientes de Crohn basados en antibidticos a los
que Map es sensible. Basicamente, el tratamiento frenie a la enfermedad de
Crohn se basa en la supresién de la respuesta inmune del hospedador {median-
te corticoesteroides), antiinflamatorios, cirugia, suplementos nutricionales y
antibiéticos (Grant, 2005). Segin algunos investigadores, la remision del cua-
dro clinico de algunos casos gracias a tratamientos antibitticos (normalmente
una combinacién de claritromicina, rifabutina y/o clofazimina) vendria dado
por su efecto sobre Map (Hermon-Taylor, 2002). Una vez mas, también en este
apartado se han publicado resultados contradictorios, que van desde la Temi-
sion del cuadro clinico en ciertos pacientes de Crohn (Borody et al., 2007;
Borody et al., 2002; Shafran et al., 2002a) hasta la produccion de una mejora
momentéanea (atribuida a un efecto antibacteriano inespecifico) seguida de un
mantenimiento de los sintomas sin beneficio observable (Selby et al., 2007).
Resulta dificil valorar el posible efecto de estos antibioticos frente a Map dada
su condicion de patogeno intracelular y su metabolismo extremadamente lento.
Recientemente se ha descrito un posible efecto bacteriostatico y bactericida in
vitro de algunos medicamentos aplicados en el tratamiento de Crohn como
inmunosupresores (Tiopurinas como la 6-mercaptopurina y la azatioprina)
(Collins and Shin, 2007; Greenstein et al., 2007) lo que haria necesario valorar
de nuevo los estudios publicados hasta la fecha, pues en muchos de ellos se
administraban estos inmunosupresores junto con los antibidticos; de igual
forma da una explicacién a la mejora experimentada por pacientes tratados
solo con inmunomoduladores, incompatible con una enfermedad de etiologia
bacteriana, lo que constituia un argumento para los detractores de la teoria de
Map como agente causal de la enfermedad de Crohn.

Desde una 6éptica diferente, se ban identificado varios genes asociados con
Ja presencia de esta enfermedad, entre ellos el gen NOD2/CARDIS, implicado
en la destruccién bacteriana en las células del epitelio intestinal, lo que consti-
tuye un indicio de una posible etiologia bacteriana asociada (Girardin et al,,
2003; Hugot et al., 2001; Rioux et al., 2007). De hecho se ha descrito el caso
clinico de un paciente de Crohn en posesion de los alelos de susceptibilidad de
NOD2/CARDLS5 que sufria una infeccion por Map (Behr et al., 2004). La pro-
porcién de casos de Crohn atribuibles a mutaciones en el gen NOD2/CARDI5
no rebasa el 15-30%: esto podria resaltar la importancia de otros factores gené-
ticos y ambientales responsables de otros casos Por otra parte, una proporcion
muy elevada de personas con los alelos de riesgo no desarrollan la enfermedad.
Esto altimo puede explicarse porque haya otras rutas compensatorias del défi-
cit protector que origina esa mutacion, o bien porque la mutacion solo sea un
factor de riesgo en presencia de algin otro elemento, como podria ser la accion
de un microorganismo (Behr and Schurr, 2006).
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A pesar de los muchos estudios realizados en distintos campos, la relacion
entre Map y la enfermedad de Crohn sigue siendo objeto de controversia
(Cirone et al., 2007; Grant, 2005; Greenstein, 2003; Hermon-Taylor, 2001;
Hermon-Taylor and Bull, 2002; Quirke, 2001; Raizman, 2007, Sartor, 2005;
Selby, 2003; Shanahan, 2002; Shanahan and O’Mahony, 2005). A la luz de los
ultimos estudios revisados anteriormente parece existir un grado de asocia-
cién entre la presencia de la bacteria y al menos una proporcién relevante de
los casos de pacientes de Crohn {Abubakar et al., 2007a; Uzoigwe et al.,
2007). Sin embargo a dfa de hoy la naturaleza de esa asociacién sigue sin ser
determinada, por lo que no se puede asumir un papel causal de Map en el des-
encadenamiento de la enfermedad, tal y como fue concluido por el panel de
expertos de la Comisién Europea en el informe emitido en ¢l afio 2000
(http://www.ec.europa.eu/food/fs/sc/scab/out38_en.pdf).

También se ha asociado Map a la etiologia de otras enfermedes como la
sarcoidosis (el Zaatari et al., 1996) y a la diabetes mellitus tipo 1 (Dow, 2006;
Sechi et al., 2008; Sechi et al., 2007a; Sechi et al., 2007b).

El potencial riesgo que podria implicar la exposicién a Map en relacién a
estas enfermedades ha hecho que se haya puesio el foco en las posibles vias
de transmision al ser humano (Collins, 1997). En este sentido, es conocida la
capacidad de los animales infectados de paratuberculosis de excretar el micro-
organismo en la leche (ver patogenia, pag. 26). Por ello el consumo de leche
de animales infectados podria ser un factor de riesgo en el caso de que contu-
viera cantidades suficientes de bacterias viables. Numerosos trabajos han
detectado la presencia de Map mediante PCR o cultivo en muestras de leche
individuales o de tanques procedentes de ovino, caprino y bovino (Arrigoni et
al,, 2007; Bosshard et al., 2006; Giese and Ahrens, 2000; Grant et al., 2002a;
Grant et al., 2001; Paolicchii et al., 2003; Pillai and Jayarao, 2002; Shankar et
al., 2007). Teniendo en cuenta que la mayor parte de Ia leche dedicada al con-
sumo humane se somete previamente a tratamientos térmicos, se han realiza-
do numerosos estudios para determinar la capacidad de Map para sobrevivir a
dichos tratamientos (a [os que habitualmente se somete la leche), disefiados
para la inactivacién de M. bovis. Todos los estudios destacan la mayor capa-
cidad de Map para resistir el calor, aunque sus resultados sobre su capacidad
para permanecer viable en concentraciones detectables difieren. Tomando
como referencia los trabajos publicados en los tltimos siete afios, mientras
algunos concluyen que las actuales condiciones de pasteurizacion deberian
climinar las cantidades esperables de bacterias (Cerf et al., 2007; Pearce et al.,
2001; Rademaker et al., 2007, Stabel, 2001), otros estudios concluyen que
parte las micobacterias pueden subsistir en leche naturalmente (Grant et al.,
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2002b) o artificialmente infectada (Gao et al., 2002; Grant et al., 2005;
McDonald et al., 2005; Stabel and Lambertz, 2004). Ademas de la temperatu-
ra, otros factores como la presién (Donaghy et al., 2007) o la homogeneiza-
cion durante el tratamiento (Grant et al., 2005) pueden afectar a las tasas de
supervivencia de Map [si bien no en todos los casos (Rademaker et al., 2007)).
Resulta dificil comparar los resultados de los distintos estudios debido a la
existencia de distintas condiciones de laboratorio, lo que hace necesaria la
unificacién de la metodologia para poder concluir mediante experiencias de
laboratorio si la leche, sometida a los tratamientos térmicos actuales, supone
un riesgo potencial o no para el publico (Lund et al., 2002; Stabel, 2000). De
cualquier forma, la probabilidad de encontrar Map en leche pasteurizada serd
tanto mayor como sea su concentracion en la leche previa al tratamiento, vién-
dose favorecida su supervivencia por su capacidad de formar agregados
(Grant, 2005).

Siguiendo un enfoque distinto de las anteriores investigaciones de labora-
torio, algunos grupos han podido evidenciar la presencia de Map en leche pas-
teurizada lista para su comercializacién. En este caso es muy importante la
diferenciacion entre 1a deteccion de ADN (Lillini et al., 2008; O’Reilly et al.,
2004) v la de bacterias (Ayele et al., 2005; Ellingson et al., 2005; Grant et al.,
2002a; Millar et al., 1996; Paolicchii et al., 2006; Shankar et al., 2007), ya que
mientras que Ja primera puede suponer que la pasteurizacién ha inactivado ios
bacilos presentes, la deteccion de Map por cultivo implica un potencial riesgo
de infeccién. No obstante algunos autores atribuyen estos aislamientos a fallos
en los procesos de pasteurizacion o posibles contaminaciones cruzadas en el
laboratorio (Cetf et al., 2007, Mendez et al., 2006).

Ademas de la leche, se ha apuntado a los derivados lacteos como posibles
fuentes de Map: el alimento mas estudiado ha sido el queso. Dos trabajos
valoraron la tasa de supervivencia de Map en el madurado de quesos prepa-
rados con leche contaminada artificialmenie con bacterias: Sung y colabora-
dores determinaron que en la acidificacion producida durante el proceso de
maduracion del queso fresco disminuia sensiblemente su viabilidad, mientras
que el incremento en la concentracién de sal no tenia efecto (Sung and
Collins, 2000); Spahr y colaboradores obtuvieron resultados similares en un
estudio realizado en quesos suizos curados y semicurados (Spahr and
Schafroth, 2001). En ambos casos se resalto la importancia del calentamien-
to previo de la leche antes del procesamiento del queso. Estudios similares
realizados en queso Cheddar elaborado con leche contaminada con Map
revelaron el riesgo de que parte de los bacilos sobrevivieran el proceso de
maduracién (Donaghy et al., 2003; Donaghy et al., 2004). El analisis de que-
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sos procedentes de supermercados y tiendas en distintos paises revelaron la
presencia de Map mediante deteccion de ADN (Clark, Jr. ct al., 2006:
Stephan et al., 2007) y cultivo (Ikonomopoulos et al., 2005) en un pequefio
porcentaje de las muestras, revelando otra potencial via de exposicion para ef
consumidor,

Otros posibles vehiculos de Map que han sido investigados son el agua y
la carne. Whan y colaboradores demosiraron la capacidad del microorganis-
mo de sobrevivir a ciertos tratamientos de cloracién (Whan et al., 2001}, y en
estudios independicntes fue detectado en muestras de rios cuya agua se desti-
naba después de tratamientos potabilizadores al consumo humano {(Pickup et
al., 2005; Pickup et al., 2006; Whan et al., 2005). La posible interaccién de
Map con protozoos presentes en el agua, demostrada experimentalmente
(Mura et al., 2006; Whan et al., 2006), podria aumentar su resistencia a estos
tratamientos, lo que unido a su capacidad para sobrevivir en ella durante lar-
gos periodos de tiempo (pag. 39) indica que el agua puede ser otra potencial
fuente de exposicidn.

Por dltimo, se ha especulado con la posibilidad de que la came también
pudiera transportar Map, especialmente en el caso de carne picada, elaborada
con animales vigjos, debido a la diseminacién del microorganismo en un lote
de producto si se incluyen tejidos (linfonodos) infectados (Grant, 2005).
Aunque esta hipotesis es posible no ha podido ser demostrada de forma empi-
rica hasta la fecha, ya que los estudios realizados en este sentido no han detec-
tado la presencia de Map (Jaravata et al., 2007).

A pesar de todas estas evidencias, hasta la fecha no se ha podido asociar
de forma inequivoca una mayor tasa de exposicién a estas posibles fuentes de
Map y una mayor incidencia de enfermedad de Crohn. Asi, mientras Scanu y
colaboradores sf observaron una asociacién entre la infeccion por Map en
pacientes de Crohn en Cerdefia y ¢l consumo de quesos artesanales (Scanu et
al.,, 2007), Abubakar y colaboradores no encontraron esa relacion entre el esta-
blecimiento de la enfermedad y el mayor contacto con los alimentos potern-
cialmente contaminados {agua y leche) en 218 casos y 812 controles
(Abubakar et al., 2007b). Por lo tanto, siguen siendo necesarios nuevos estu-
dios agrupando todas las facetas de la enfermedad (factores genéticos, posi-
bles factores de riesgo tales como exposicion a fuentes de Mup, presencia de
Map u otros agentes en pacientes y ausencia en enfermos...) para poder deter-
minar ¢l papel patdgeno de este microorganismo en la etiologia de la enfer-
medad de Crohn.
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Vacunacién frente a la paratuberculosis

En el caso de la paratuberculosis, causada por M. avium subespecie para-
tuberculosis (Map), como herramienta suplementaria a las medidas de control
se ha recurrido en ocasiones a la vacunacion, empleando vacunas vivas ate-
nuadas o inactivadas. Desde la primera aplicacién con una cepa atenuada
(Vallée and Rinjard, 2008) se han realizado numerosos estudios en todas las
especies de rumiantes domésticos, y en todos los casos se obtuvieron simila-
res resultados: la aplicacion de las vacunas produjo una reduccion en la sinto-
matologia de los animales infectados, disminuyendo por tanto las pérdidas
econdmicas producidas por la enfermedad; y los animales vacunados tambicn
eliminaron menores tasas de Mup al ambiente, contribuyendo por tanto al des-
censo de la carga ambiental de la bacteria [entre los mds recientes {Corpa ef
al., 2000; Garrido et al., 2007, Gwozdz et al., 2000; Kormendy, 1994; Patton
et al., 2007; Reddacliff et al., 2006; van Schaik G. et al., 1996; Wentink et al.,
1994)]; algunos inconvenientes menores descritos en estudios de vacunacion
son una mayor relajacién respecto al mantenimiento de las medidas de marne-
jo en explotaciones aplicando pautas de vacunacién por una excesiva con-
fianza en el efecto de la vacuna (Kalis et al., 2001); la aparicion de lesiones
en el punto de inoculacion de la vacuna (Reddacliff et al., 2006; Windsor and
Eppleston, 2006), si bien son minimas si se administra correctamente
(Eppleston and Windsor, 2007); y el riesgo de autoinoculaciones accidentales
para el personal veterinario (Richardson et al., 2005; Windsor et al., 2005).
Sin embargo, hay dos problemas asociados a la vacunacion frente a paratu-
berculosis de mucha mayor importancia: en primer lugar, en ningun caso pre-
vino la infeccion por Map, manteniéndose por tanto ésta en el rebafio, y los
animales vacunados continuaron excretando la bacteria al ambiente (Kalis et
al., 2001). En segundo lugar, se ha descrito una interferencia provocada por la
vacunacién con las pruebas de diagnéstico de paratuberculosis (Kohler et al.,
2001; Kormendy, 1994; Muskens et al., 2002; Spangler et al., 1991} y tuber-
culosis (Aranaz et al., 2000; Kohler et al., 2001, Muskens et al., 2002).

Por todo lo anterior, aun disminuyendo las manifestaciones clinicas de la
enfermedad y las pérdidas econdmicas derivadas de ésta, la vacunacion no es
una estrategia compatible con la erradicacién de la paratuberculosis (Cocito et
al., 1994; Emery and Whittington, 2004; Harris and Barletta, 2001; Kennedy
and Benedictus, 2001). En paises actualmente con programas de erradicacion
de tuberculosis los problemas de interferencia diagnéstica son especialmente
graves, y solo serian evitables con el desarrollo de vacunas que permitieran la
diferenciacion entre animales vacunados de infectados (Muskens et al., 2002).
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MYCOBACTERIUM LEPRAE

La enfermedad de mayor importancia a nivel de Salud Piiblica causada por
una bacteria de este género, con la excepeion de la tuberculosis, es sin duda la
lepra, cuya naturaleza zoonésica todavia estd en discusién pero de Ia que exis-
ten bastantes evidencias. Su origen resulta mas complejo de establecer que el
de la tuberculosis, ya que su agente causal, Mycobacterium leprae, tiene un
rango de hospedadores muy limitado. Si, tal y como se ha mencionado ante-
riormente, la lepra es una enfermedad de emergencia relativamente reciente
en el hombre, el patdgeno debe haber existido previamente en algan otro hos-
pedador o haber estado distribuide por el ambiente. La idea de una fuente de
contagio ambiental como origen de la enfermedad es tan vieja como el propio
descubrimiento de su agente causal, pero diversos estudios taxondmicos no
han podido sustentar estas hipdtesis, v no han podido encontrar evidencias de
que este microorganismo haya derivado de alguna micobacteria saprofita.

El estudio de este patégeno se ha visto dificultado en gran medida por la
dificultad que entrafia su aislamiento en el laboratorio. Por ello, muchas hip6-
tesis sobre sus caracteristicas han sido formuladas basandose en lo observado
en otras micobacterias como M. tuberculosis, M. avium, M. smegmatis y M.
bovis BCG, llevando a la conclusién de que su pared celular es similar a la que
presentas éstas. Cabe destacar que el lipido dominante en la pared celular de
M. leprae es el glicolipido fendlico PGL-1, dotando a la bacteria de una espe-
cificidad inmunoldgica (Scollard et al,, 2006). Estudios realizados en los lti-
mos afios sugieren que el PGL-1 est4 implicado en la interaccién de la bacte-
tia con la laminina de las célilas de Schwann, lo que podria indicar que este
lipido juega un papel en las interacciones entre el bacilo y los nervio periféri-
cos de su hospedador (Ng et al., 2000).
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Esta bacteria jamas ha podido ser cultivada en medios artificiales en el
laboratorio, aunque puede mantenerse en un estado metabolico mis o menos
estable en cultivo axénico durante algunas semanas (Truman and Krahenbuhl,
2001). Por ello los trabajos sobre la propagacién de la bacteria solo han podi-
do ser realizados en modelos animales como el armadillo o el raton. La com-
paracion entre el genoma de M. leprae, secuenciado en su totalidad en 2001
(Cole et al., 2001), y el de M mberculosis, revela que la primera ha sufrido
un proceso muy acusado de evolucién reductiva, evidente por su reducido
genoma (3.3 MB comparado con los 4.4 Mb de M. fuberculosis) y su menor
contenido en G+C (58% frente a 66% en M. tuberculosis) (Brosch et al.,
2000). En el genoma de M. leprae se han identificado 1614 ORFs en compa-
racion con los 3993 potencialmente identificados en M. fuberculosis. Esta
comparacién también pone de manifiesto el sorprendente hallazgo de 1133
genes inactivados en M. leprae (perdidos por mutaciones, o pseudogenes)
mientras que en M. tuberculosis tan solo se han identiticado 6 (Brosch et al.,
2000). Esto se traducc en el hecho de que el genoma de M. leprae tan solo
codifica genes funcionales en alrededor de un 50% de su extension, mientras
que este porcentaje asciende a 90% en el caso de M. uberculosis. El reduci-
do panel de genes disponibles en M. leprae convierte esta bacteria en un
modelo ideal para identificar ¢l nimero de genes minimo neccsario para el
parasitismo intracelular obligado.

La lepra ha recibido numerosos nombres a lo largo de la historia, pero
resulta dificil precisar cudntos de ellos se referian a la enfermedad tal y como
hoy la definimos. Los galenos griegos describieron la enfermedad por prime-
ra vez en el siglo 11T AC; es posible que la lepra entrara en Europa desde la
India a lomos de los ejércitos de Alejandro Magno, que la habian conquistado
en el 327 AC (Browne, 1977). En aquella época esta enfermedad emergente
fue llamada “elephantiasis Graecorum”, para diferenciarla de la “elephantia-
sis Arabum’ (la elefantiasis de etiologia parasitaria que hoy conocemos). La
lepra también recibi6 el nombre de “leoniiasis” o “satiriasis” debido a las
deformidades faciales a las que daba lugar, mientras que el término lepra que-
daba reservado a ciertas afecciones de la piel como la soriasis. Sin embargo
fue este término, “lepra”, el elegido para referirse a la enfermedad cuando el
antiguo v el nuevo testamento fueron traducidos al griego. Este hecho pudo
haber contribuido a aumentar la repugnancia tradicionalmente asociada a la
lepra, ya que dicho término quedo definido como un sinénimo de corrupeion
en general, y a los pecadores de alma corrupta se les consideraba enfermos de
lepra del alma (leprosi animi). De hecho, dado que el término Jeproso ha
adquirido unas connotaciones claramente negativas (asociado en el imagina-
rio comdn a falta de higiene) v siguiendo recomendaciones de la Organizacion
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Mundial de la Saltud, se reserva su uso al contexto histérico. Por el mismo
motivo se ha propuesto denominar a la enfermedad “enfermedad de Hansen”.

Cuando Robert Koch revel6 a la sociedad cientifica su descubrimiento del
bacilo tuberculoso ya habfan pasado algunos afios desde que el noruego
Gerhard Henrik Armauer Hansen (1814-1912) describiera el bacilo de la lepra
tras observarlo en nodulos afectados por la enfermedad (el hallazgo se publi-
¢6 en 1874, aunque la fecha exacta del descubrimiento se desconoce). En
aquella época la lepra, ademas de ser endénrica en paises tropicales y subtro-
picales, aparecia en forma de epidemias en paises tan alejados de estas zonas
como Noruega. Sin embargo la incapacidad de Hansen para cultivar el bacilo
hizo que no pudiera probar que eran efectivamente la causa de la enfermedad,
y por tanto no recibid los mismos honores que Koch. Mycobacterium leprae
s¢ incluyo posteriormente en el género Mycobacterium ya que, al igual que el
bacilo tuberculoso, resistia la decoloracién con alcohol clorhidrico tras la tin-
cién con ciertos colorantes. Por este motivo se denoming a todas estas bacte-
rias “4cido-alcohol resistentes” (saurefest),

La basqueda de compuestos con actividad frente a M. leprae ha sido espe-
cialmente complicada debido precisamente a esas dificultades para su cultivo
in vitro. Sin embargo, antes incluso del descubrimiento de las primeras drogas
anti-tuberculosas ya se habian descrito antes dos agentes con cierta eficacia
terapcutica en el tratamiento de la lepra, el aceite de Chaulmoogra y la pro-
mina. Segin luna leyenda india, las propiedades del primero de estos com-
puestos frente al bacilo de la lepra podrian tener un origen divino: una pareja
de principes afectados de lepra fueron desterrados al bosque, v alli los mismos
dioses les indicaron que comieran el fruto del drbol de Chaulmoogra
(Hydnocarpus wightiana), lo que hizo posible su cura, su regreso del destie-
rro y su felicidad posterior. El primer medicamente con actividad frente a la
bacteria utilizado a gran escala fue la dapsona, desarrollada en los afios cua-
renta, cuyo principal inconveniente radicaba en el largo periodo de tiempo que
debia ser aplicada en el enfermo (afios o incluso durante toda la vida). La apa-
ricién en los aflos 60 de resistencias frente a la dapsona motivé la bisqueda
de nuevos compuestos con actividad anti-AZ Jeprae, Hevando al disefio de
terapias multidroga (al igual que en el caso de la tuberculosis) basadas en la
aplcacion de dapsona, rifampicina y clofazimina; en 1981 la OMS recomen-
dé esta combinacion para el tratamiento de la lepra, ya que garantiza la elimi-
nacion del patogeno y la curacion del paciente si se aplica antes de llegar a
fases muy avanzadas de la enfermedad. En la actualidad, la distribucién de
esta enfermedad a nivel mundial ha cambiado en gran medida gracias a la
mtroduccion de las terapias basadas en la combinacién de varios compuestos,
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pasando de 5.2 millones de casos en 1985 a 805.000 en 1995 y 286.000 a fina-
les del 2004 seglin datos de la OMS (2005).

Vacunacién frente a la lepra

La OMS posee un grupo de control especifico para esta enfermedad cau-
sada por M. leprae. Una de las tareas de este grupo de expertos es la de esta-
blecer las pautas a seguir para mejorar las estrategias de control de la enfer-
medad. Entre las medidas de profilaxis se ha probado la vacunacion. De
hecho, la vacunacién con BCG puede impedir el desarrollo de la lepra y es
probable que, la vacunacién neonatal con BCG para prevenir tuberculosis
haya podido ser la causa del descenso de la prevalencia de la lepra. Como ocu-
rre en el caso de la tuberculosis, el grado de proteccion frente a la lepra con-
ferido por la BCG varia entre poblaciones, aunque las causas de esta variabi-
lidad se desconocen (Merle et al., 2010).

La buisqueda de una vacuna moderna basada en sub-unidades se ha visto
facilitada por la secuenciacion del genoma de M. /eprae, aunque los avances
estan muy por debajo de los conseguidos para el caso de la tuberculosis. Una
de las principales razones para justificar este retraso es la relacion coste-bene-
ficio, pues la prevalencia de la lepra es muy inferior a la de la tuberculosis y
la incidencia ha ido decayendo. Ademas, al contrario que en la tuberculosis,
no existen modelos animales aptos para los estudios (la patogénesis en raton
es atipica y el armadillo no es practico para pruebas vacunales) (Gillis, 2007,
Raman et al., 2009). Si se llegase a encontrar una vacuna mas especifica fren-
te a la lepra que sustituyese en lugar de potenciar a la actual BCG, la actual
proteccion frente a la lepra conferida por la BCG se perderia. Es, por tanto,
necesario investigar mas en el desarrollo de vacunas frente a la lepra y para
ello puede ayudar los hallazgos derivados del desarrollo de vacunas frente a
la tuberculosis (Gillis, 2007).
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MICOBACTERIAS DE CRECIMIENTO RAPIDO

Aunque, debido a la importancia de Salud Publica y Sanidad Animal por
su potencial zoondsico y por las enfermedades que causan las bacterias de los
complejos M. fuberculosis y M. avium ambas han concentrado la mayor parte
de investigaciones desarrolladas en el campo de las micobacterias, varias
especies no integradas en estos grupos merecen una mencidn aparte debido a
su importancia en medicina humana y veterinaria. Ya a principios del siglo
pasado pronto se hizo evidente que, ademas del bacilo de la tuberculosis bovi-
14, otros tipos de bacilos dcido-alcohol resistentes estaban distribuidos en el
ambiente, algunos de ellos dando lugar a enfermedades en los animales (fun-
damentalmente en aves y animales poiquilotermos). Sin embargo, debido a la
enorme atencion suscitada por el bacilo tuberculoso, estas otras bacterias reci-
bieron una atencion escasa, y hasta mediados del siglo XX no empezaron a ser
objeto de investigaciones cientificas, a raiz de la descripcién de la enfermedad
en el hombre por algunas de estas bacterias, como M. uicerans (MacCallum,
1948) v M. marinum (Linell y Norden, 1954). En las (ltimas décadas pode-
mos hablar de un descenso en las infecciones causadas por las micobacterias
patogenas obligadas (complejo M. tuberculosis, M. leprae...) acompafiado de
un incremento de las infecciones debidas a micobacterias oportunistas en los
paises desarrollados, producto de la combinacién de una serie de factores:

* Un incremento en la poblacién con un sistema inmune menos capaz de
responder a las infecciones por estas bacterias (debido a Ia aparicion o
mayor incidencia de enfermedades inmunosupresoras como el SIDA o
el cancer, a la administracion de tratamientos que provocan inmunosu-
presion, al incremento en la edad media de [a poblacion en los paises
desarrollados...)
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» Un mayor conocimiento de otras especies de micobacterias poiencial-
mente patégenas, junto con una mejora en las téenicas diagnosticas
para su identificacion.

= (Cambios en el comportamiento de la poblacion, llevandolos a ocupar
nichos tradictonalmente ocupados por micobacterias atipicas; posibles
efectos de cambios en el medio ambiente que afecten la ecologia de
estas especies bacterianas.

»  Mejora de los tratamientos higienizantes para el agua, que pueden con-
ducir a una seleccion de especies de micobacterias resistentes a estas
condiciones adversas (el uso de ozomo o cloro para el tratamiento del
agua puede favorecer el crecimiento de bacterias de la familia
Actinomyces, incluyendo al género Mycobacterium.

La dinamica de infeccién por estas micobacterias atipicas es muy diferen-
te de 1a observada en el caso de los “patégenos profesionales” del género, ya
que la transmisi6n entre personas de los mismos no ha sido documentada. Por
tanto, 1la fuente de infeccidn para el hombre seria siempre ambiental, y dada la
ubicuidad de muchas de estas especies, un sinfin de elementos podrian actuar
como tales. La capacidad de resistencia de 1as micobacterias no tuberculosas
a la cloracién y su capacidad de formar biofilms hace que los sistemas de
canalizacién de agua puedan convertirse en unos caldos de cultivo perfectos
para estas bacterias, a pesar de su menor tasa de replicacidén en comparacidn
con otra posible flora competidora. Su capacidad para sobrevivir en ausencia
de niveles elevados de nutrientes también las dota de otra ventaja competitiva
para la colonizacion de estos ambientes, al igual que su habilidad para sobre-
vivir a la fagocitosis por protozoos ambientales. No obstante, existen otras
posibles fuentes de infeccion, como la propia comida. En los tltimos afios se
ha ido produciendo una interaccion entre la ecologia de estas micobacterias y
la actividad del hombre, ya que la poblacidn se sobre-expone por la realiza-
cién de ciertas actividades (bafios frecuentes en piscinas naturales o artificia-
les, duchas, bafieras; como ya s¢ ha dicho, tratamientos que conducen a la
seleccion de las micobacterias). El hecho de que las enfermedades causadas
por estas micobacterias no sean de declaracién obligatoria complica mucho su
estudio, ya que solo existen datos aproximados de su prevalencia e incidencia
en la poblacion general. En lo que hace referencia a Espafia, de entre especies
mas relevantes de enire estas micobacterias atipicas o ambientales {excluyen-
do ¢l complejo M. avium) cabe destacar Mycobacterium kansasii, M. mari-
num, M. fortuitum y M. chelonae.

M. kansasii, descrita por primera vez en 1953 por Buhler y Pollak como
un “bacilo amarillo”, es una especie de crecimiento fento que puede dar lugar
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a cuadros pulmonares y extrapulmonares en el hombre (septicemias, procesos
cutdneos, pericarditis...). Su incidencia ha aumentado en varios paises indus-
trializados, y en ocasiones da lugar a un cuadro clinico y radiol6gico pareci-
do al de la tuberculosis. De forma ocasional M. kansasii se ha aislado a partir
de muestras de suelo, polvo o fuentes naturales de agua, pero se considera que
la principal fuente de infeccién (y su reservorio fundamental en la naturaleza)
sott las canalizaciones de agua potable. La manifestacion clinica mds frecuen-
te a la que da lugar esta micobacteria es una afectacién pulmonar cronica de
presentacion variable e inespecifica. La presencia de enfermedades pulmona-
res predisponentes (tuberculosis, COPD, tabaquismo, bronquiectasias) puede
dificultar su diagndstico y la interpretacion de los sintomas.

Otro grupo de enfermedades claramente asociadas con el agua como Tuen-
te de infeccién son las micobacteriosis de las piscinas (o enfermedad de las
piscinas), causadas por M. marinum fundamentalmente pero también por M.
Jortuitum y M. chelonge en menor medida. M, marinum es la principal mico-
bacteria patogena aislada en peces, y es capaz de infectar un amplio rango de
especies (se considera que todas las especies deben ser consideradas como
potencialmente susceptibles a la infeccion). M. fortuitum, por su parte, es una
bacteria ampliamente distribuida en el medio ambiente que puede aislarse a
partir de las escamas de peces sanos pero también puede causar granulomas y
septicemias. M. chelonae, por su parte, tiene un rango de hospedadores limi-
tado fundamentalmente a las especics de salménidos de aguas frias, aunque
recientemente también se ha aislado a partir de muesiras de peces de aguas
templadas (rodaballos) (dos Santos et al,, 2002). Los primeros casos de
“enfermedad de las piscinas” reportadas en la literatyra datan de 1939
(Suecia) y 1951 (Estados Unidos), siempre en forma de lesiones granuloma-
tosas en piel. En la actualidad, debido a los fratamientos de higienizacién de
las piscinas, estos cuadros son extremadamente infrecuentes, de modo que la
“enfermedad de las piscinas” ha pasado a ser la “enfermedad de las peceras™
o del “cuidador de peces”, ya que se¢ observan en personas a cargo de acuarios
(normalmente de pequefio tamafio), aunque también en personas que realizan
actividades acudticas (pesca, navegacion o natacién en aguas naturales). La
patologia por M. marinum también se considera una enfermedad profesional
asociada a personas a cargo de acuarios (tiendas de mascotas, pequefias plan-
tas de produccion piscicola). La infeccion puede adquirirse por lesiones cuta-
neas producidas directamente por los peces (mordiscos, heridas con las aletas)
pero en la mayor parte de los casos tiene lugar por cortes o lesiones asociadas
al manejo de los acuarios (limpicza, cambio de agua...), y tiene un curso lento
(de tres semanas hasta nueve meses), observindose lesiones cutdneas en
forma de placas granulomatosas y noduloulcerativas, También pueden obser-
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varse infecciones en tejidos més profundos, llegando al tenddn y el hueso en
ocasiones. La diseminacion sistémica es muy poco frecuente (estas micobac-
terias no crecen bien a 3700C) aunque si se ha observado en pacientes inmu-
nocomprometidos. El diagndstico se ve complicado por lo inespecifice del
cuadro clinico, vy puede confirmarse mediante biopsias de tejido para su ana-
lisis histoldgico y bacterioldgico. Las exigentes necesidades de las micobac-
terias para su crecimiento in-vitro hace que muchas de estas infecciones no se
diagnostiquen correctamente, pasando inadvertidas en el analisis microbiolo-
gico. En ocasiones las lesiones se resuelven por si solas (en caso de cuadros
leves), pero en caso de cuadros mas severos es importante realizar un diag-
nostico y aplicar un tratamiento (etambutol, rifampicina o estreptomicina,
entre ofros antibiéticos) para minimizar el riesgo (pequefio, pero real) de que
la infeccién progrese v alcance tejidos méas profundos). No se ha establecido
un tratamiento uniforme para estas infecciones, por lo que es importante rea-
lizar tests de susceptibilidad en las bacterias aisladas del paciente siempre que
sea posible, aunque la naturaleza “fastidiosa” de estas micobacterias dificulta
la realizacion de estas pruebas, v en la actualidad no hay un protocolo estan-
darizado para determinar su resistencia a los antibidticos de eleccidon.
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Aportaciones de la veterinaria en la lucha frente a la tuberculosis huma-
na y animal

Los principales agentes etioldgicos de la tuberculosis en los animales, de
la que al menos existen referencia escrita desde el afio 40 de nuestra era son,
por este orden, M. bovis, M. caprae y M. tuberculosis (Aranaz et al., 2003b;
Crawshaw et al., 2008b; dos Santos et al., 2002;Aranaz et al., 1999b; Cadmus
et al., 2009b; Coleman and Cooke, 2001; Liébana et al., 1995; Rodriguez et
al., 2009a; Sanson, 1988; Schiller et al., 2010).

Actualmente es cierto que la tuberculosis humana de origen zoonésico en
los paises desarrollados no llega al 1% de los casos totales de tuberculosis gra-
cias a la practica generalizada de pasteurizada la leche y la inspeccidn veteri-
naria de los productos de origen animal (Grange, 2001), siendo la mayoria de
1os casos debida a reactivaciones de procesos antiguos o a personas infectadas
en paises sin programas de control. Sin embargo en los pafses en vias de des-
arrollo donde la tuberculosis humana y animal es endémica la situacidén no
puede ser muy distinta a fa que se producia en Estados Unidos a principios del
siglo XX donde una de cada 9 muertes se debia a la tuberculosis y de estag
entre un 10 v un 20% eran de origen animal {Olmstead L.A. and Rhode P.W.,
2004).

Las descripciones de procesos patologicos en los animales que permiten
reconocer la existencia de tuberculosis en los animales han sido muy frecuen-
tes en los ultimos siglos. Aunque se intuia su cardcter zoondsico, hasta 1902
no se consiguid demostrar taxativamente la evidencia, al aislar Ravenel el
agente mas frecuentemente implicado en la tuberculosis bovina, M. bovis a
partir de nifios con meningitis tuberculosa. Previamente muchos investigado-
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res vincularon la tuberculosis en hombre v animales. desde los trabajos de
Klenke, en la Alemania de 1797 uniendo el consumo de leche de vaca con la
tuberculosis humana, pasando por los trabajos de Gurlt (1831) Hering (1849)
Fuchs (1859) que consideraron la tuberculosis pulmonar de los bovinos esen-
cialmente igual a la humana hasta los trabajos de Villemin que en 1868 pos-
tulé el cardcter zoondsico del agente causal de la taberculosis ,planteando Ja
teorfa de que la tuberculosis humana y el mal perlade de los bovinos consti-
tufa esencialmente un mismo proceso v que este era de cardcter infeccioso al
reproducir la enfermedad tras la incculacién de material patologico de hom-
bres y vacas en animales de experimentacion.

Aunque hasta 1970 M bovis no fue oficialmente reconocido como especie
bacteriana distinta de M. fuberculosis, ya en la primera década del siglo XX
existia un consenso generalizado de que la tuberculosis bovina era un proce-
so distinto de la tuberculosis humana, fundamentalmente debido a los traba-
jos de Theobald Smith en 1898 y de que esta, puede diseminarse libremente
entre animales y hombres y viceversa, esto es M. bovis es un agente zonosi-
€0, v que a pesar de ser distinto del agente productor de la tuberculosis huma-
na, produce en el hombre una enfermedad clinicamente indistinguible de la
que produce M. tuberculosis.

Esta creencia inicial, basada en la hipotesis de que el bacilo causante de la
tuberculosis humana y animal era el mismo evoluciono con los descubri-
mientos de diferencias pequeiias entre ambas bacterias por parte de Smith en
1898 y llevé incluso a Koch a afinmar en una conferencia sobre tuberculosis
en Londres en 1901 que el agente causal de la tuberculosis animal no repre-
sentaba una amenaza para ¢l hombre y, por tanto, no habia necesidad de inten-
tar conirolar la enfermedad en el ganado, lo que originé una gran polémica
con los profesionales de la Sanidad Animal. Afortunadamente las palabras del
genial investigador no convencieron y se constituyd una comision para estu-
diar el asunto a través de un trabajo experimental, en lugar de mediante la
valoracién de 1a opinidn de expertos en el tema, adoptando asf una aproxima-
cion totalmente novedosa y sin precedentes. Dicha comision concluyo en
1911 que la enfermedad animal si representaba una amenaza para la salud
humana. Por desgracia, aunque solo hicieron falta alrededor de 10 dfas tras las
palabras de Koch para formar la comision, tuvieron que transcusrir mas de 30
afios para que sus conclusiones tuvieran consecuencias pricticas en Europa:
los planes de control voluntario se introdujeron por primera vez en 1935,
momento en el cual el 40% del ganado bovino en Gran Bretafia presentaba
lesiones compatibles con tuberculosis. Estos planes de control, basados en ¢l
andlisis de todos los animales mediante la prueba de la tuberculina vy el sacri-
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1865
1882

1884

1880

1890/91

1892
1895

1898

1901

19902

1904

1906/09

1908

1908

1917

1940

1943

Jean-Antoine Villemin demuestra que la tuberculosis es contagiosa
Robert Koch descubre el bacilo tuberculosis mediante una técnica de
tincidn, permitiendo la deteccién de Mycobacterium tuberculosis

Se establece el primer sanatorio para tuberculosos en los Estados
Unidos

Robert Koch desarrolla la tuberculina, en un intento fracasado de
usarla como vacuna

Se aplica la fuberculina para el diagndstico en Dinamarca y Rusia por
B. Bang y W. Gutmann respectivamente

Leonard Pearson introduce el test de la tuberculina en Pensilvania
Se empiezan a utilizar las primeras miquinas de pasteurizacion de la
leche (EEUU?)

Theobald Smith distingue las formas bovina y humana del bacilo
tuberculoso (M. bovis y M. tuberculosis)

Robert Koch sestiene equivocadamente que la tuberculosis bovina no
representa una amenaza para la salud humana

M. P. Ravenel aisla el microorganismo bovino de un nifio con una
meningitis tuberculosa

Se funda la asociacién nacional para el estudio y prevencién de la
tuberculosis en Estados Unidos, la primera organizacton sanitaria
nacional y voluntaria enfocada a la lucha frente a una enfermedad
determinada

Se introduce el primer plan de testado y sacrifico en el distrito de
Columbia (EEUU), que lleva a [a conclusion en la siguiente década
de que la tuberculosis bovina es erradicable

Albert Calmette y Jean-Marie Camille Guérin, del instituto Pasteur,
desarrollan la vacuna BCG, ensayada en personas por primera vez en
1921 con eficacia limitada

Se aprueba en Chicago la primera ley mumnicipal haciendo obligato-
ria la pasteurizacion de la leche (salvo aquella proveniente de vacas
negativas en la prueba de la tuberculina

Se inicia el programa de lucha de frente a la tuberenlosis bovina a
nivel nacional en EEUU

Caltfornia se convierte en el ultimo estado en el que se declara la
tuberculosis bovina “enfermedad controlada”

Selman Waksman descubre la primera droga capaz de destruir el
bacilo tuberculose, la estreptomicina

Tabla 2. Secuencia temporal de la “teoria de! germen infecciose” para la tuberculosis
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ficio de los reactores con una compensacion econdmica, se transformaron en
obligatorios en 1950.

Muy distinta fue la situacion en Estados Unidos, donde los informes de la
“Royal Commission On Tuberculosis” informando en 1895 de la contagiosi-
dad del bacilo bovino, y posteriormente (1898) del peligro para ja salud huma-
na de los productos derivados de los animales enfermos de tuberculosis, lle-
varon a considerar las lecherfas, carnicerias v establos como zonas de riesgo
potencial para la Salud Publica, prohibiéndose la venta de leche y carne pro-
veniente de vacas infectadas. En 1902 se consiguid demostrar taxativamente
la evidencia, al aislar Ravenel el agente mds frecuentemente implicado en la
tuberculosis bovina, M. bovis a partir de nifios con meningitis tuberculosa. El
citado aislamiento de Ravenel y el excelente trabajo de Griffith para la brita-
nica “Royal Commission On Tuberculosis” en 1907, en el que taxativamente
se afirmaba la patogenicidad del agente de la tuberculosis bovina para distin-
tas especies de animales (incluyendo primates) y el hombre y el riesgo del
consumo de productos derivados de animales enfermos (detectando la pre-
sencia de la bacteria en la leche de vacas que no presentaban lesiones en la
ubre) asi como el aislamiento de M. fuberculosis (bacteria con muy baja viu-
lencia para los bovinos) de productos animales cambiaron el panorama y pro-
dujeron un efecto hasta ese momento munca visto, sentando las bases en
muches pafses del inicio de una verdadera salud publica veterinaria (Higia
pecoris salus populi) y constituyendo el inicio de los programas de control de
las enfermedades transmisibles de los animales al hombre a través del control
de los productos de origen animal mediante la inspeccion en el matadero y tra-
tamiento en las centrales lecheras.

El descubrimiento de Koch dio lugar a nuevas investigaciones para ¢l des-
arrolio de una terapia contra la enfermedad que pudiera sustituir a los extra-
flos tratamientos empleados hasta la fecha (desde el consumo de leche mater-
na, a ser posible directamente del pecho de la matrona a la mezcla de heces de
paloma y sangre de comadreja sugerida por John de Gaddesden (1280-1361
Yen el siglo XIV). En este sentido, los estuerzos de Koch por desarrollar una
cura casi arruinaron su reputacion: a raiz de sus observaciones en cobayas,
Koch dedujo que un concentrado del medio en el que habia crecido el bacilo
tuberculoso, debidamente esterilizado, podia dar lugar a una respuesta necré-
tica local capaz de destruir el bacilo. La inyeccion de este compuesto, la *vigja
tuberculina de Koch”, dio lugar a reacciones adversas importantes en varios
pacientes tratados. Aungque estos experimentos no condujeron a la obtencion
de una cura frente a la enfermedad si constituyeron la primera descripcién de
la reaccion de hipersensibilidad de base celular, base sobre la que Clemens
von Pirquet estableceria el test de la tuberculina (1874-1929).
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Como en cualquier otra zoonosis, para su eliminacién en el hombre es
necesatrio su control en el reservorio animal, v la aplicacién sistemdtica de
programas de etradicacion de la enfermedad en el ganado ha contribuido a la
disminucion de casos en el hombre. La tuberculosis debido a M bovis/M.
caprae sigue siendo una enfermedad humana relevante en aquellas regiones
en las que la tuberculosis bovina no estd sujeta a planes de control, suponien-
do ademis un riesgoe ocupacional para granjeros, persenal de mataderos o
veterinarios en contacto estrecho con animales potencialmente infectados.
Segiin [a Autoridad Europea para la Seguridad Alimentaria, el 94.8% de los
115 casos de tuberculosis por M. bovis detectados en 2009 se encontraba en
Alemania, Irfanda, Holanda, Reino Unido y Espafia. Muy distinta era la situa-
cidn a principios del siglo pasado, cuando los casos de tuberculosis humana
debido a M. bovis de origen animal eran mucho mas frecuentes, v en cuya
lucha el control de la enfermedad en el reservorio animal resultd fundamen-
tal, Las vias de transmision de las bacterias del complejo tuberculosis desde
los animales al hombre son la gastrointestinal, la respiratoria y la directa por
contacto del material infeccioso con mucosas o con heridas. En esos momen-
tos de primeros afios del siglo XX en los paises industrializados las personas
se infectaban fundamentalmente tras la ingestion de leche no pasteurizada
procedente de vacas tuberculosas, como quedd demostrado en las experien-
ciag de Griffith, dando lugar a lesiones tipicamente extrapulmonares funda-
mentalmente en nifios. La afeccion granulomatosa de los linfonodos cervica-
les que se conocia como escrofula, o la “verruga de carnicero™, producida
como consecuencia de la infeccidn cutdnea en estos profesionales, eran muy
frecuentes, como nada raras eran las taberculosis intestinales de articulaciones
o las meningitis tuberculosas.

La adopcidn de drasticas medidas como la inspeccién de [a carne, la pro-
hibicion de ventas de productos de animales tuberculosos y sobre todo, la pas-
teurizacion de la leche, puesta en marcha masivamente entre los iltimos afios
del siglo XIX y primeros del XX por parte de los paises mas avanzados de la
época (Reino Unido, pafses nordicos v Estados Unidos) significaron una dra-
matica reduccion de los casos de tuberculosis de origen zoonbsico, funda-
mentalmente de las formas extrapulmonares. Tanto es asi que la pasteuriza-
cién ha sido considerada como uno de los éxitos de la salud publica mas
importantes de la historia v uno de los avales para continuar y profundizar en
la inspeccién y control de los alimentos que ha hecho posible reducir signifi-
cativamente la diseminacion de las enfermedades infecciosas de los animales
al hombre (cabe recordar que el 60% de las enfermedades infecciosas huma-
nas tienen su origen en los animales y que las emergentes lo son en su mayo-
ria) (Fairchild and Oppenheimer, 1998).
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A pesar de que la contribucién veterinaria en este aspecto fue muy impor-
tante no fue la finica, ¥ a partir del momento en el que se demuestra el cardc-
ter zoondsico de la tuberculosis v que la mayor fuente de ésta para el hombre
eran los bovinos infectados, los paises que estaban liderando el movimiento
para el control de esta zoonosis decidieron implementar las medidas con otra
actuacion hasta ese momento nunca practicada. La erradicacién de la enfer-
medad en ¢l ganado bovino: el pafs que podemos considerar pionero en apli-
car alguna forma de control fue Finlandia, que ya en 1889 inicia actuaciones
al respecto. En 1890, ¢l genial Robert Koch, intentando preparar una vacuna
frente a la tuberculosis, desarrolla la herramienta diagnostica que ha sido basi-
ca para el diagnostico, la acometida y desarrollo de todos los programas de
control de la tuberculosis en todas las especies hasta este momento. Sorprende
una vez mas que tuviera que trascurrir casi un siglo para desarrollar otras téc-
nicas complementarias que, cn ningin caso, han podido desplazar totalmente
la prueba de la intrademorreaccion.

En 1890, otro gran veterinario, Bernhard Bang, el descubridor de la
Brucella abortus, aplica la nueva “vacuna” desarrcllada por Koch en
Dinamarca y comprueba las posibilidades que este reactivo tiene para el diag-
nostico de la tuberculosis en animales asintomaticos, desarrollando una estra-
tegia que todavia lleva su nombre. Inmediatamente se aplicé por Gutmann en
Rusia v Pearson, un alumno del laboratorio de Koch, en Estados Unidos.
Hasta ese momento los veterinarios solo podian diagnosticar aquellos anima-
les en fases avanzadas de la enfermedad, lo que constituia menos de un 10%
de los animales infectados, v lo que era mds importante, eran incapaces de
diagnosticar el 90% de los animales infectados, que eran asintomaticos pero
que sin embargo podian contagiar la enfermedad.

En 1917, 27 aflos después de que Bang propusiera un sistema de erradica-
cion, Estados Unidos implanta un controvertido programa de erradicacidn
basado en el diagnostico de la tuberculosis con tuberculina y el sacrificio obli-
gatorio de los reaccionantes positivos (fest-and-cull strategy) (Olmstead LA,
and Rhode P'W., 2004) sin una compensacion total de las pérdidas a los gana-
deros. Esto representd un concepto muy novedoso, ya que los duefios de los
animales infectados sufrian una expropiacién con base en criterios de salud
plblica. Los resultados y los resultados vy las cifras de este programa todavia
hoy nos parecen ingentes. Entre 1917 y 1940 se aplicaron 400 millones de
dosis de tuberculina y se sacrificaron casi 4 millones de animales de una caba-
fia (datos acumulados durante este periodo) de 66 millones. Esta medida fue
compliementada con la obligatoriedad de pasterizar la leche (iniciada en 1893
en Estados Unidos pero practicamente inexistente al inicio del programa y que
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cubria ya en 1936 aproximadamente el 98% de la leche consumida en las
grandes ciudades)

El programa tuvo un enorme éxito: en 1941 la prevalencia habia descen-
dido desde el 5% (10% en el ganado lechero) a menos del 0.5%. La tubercu-
losis humana de origen zoondsico era pricticamente inexistente, los ganade-
ros en principio, muy reluctantes, habrian percibido unos retornos econémicos
estimados 10 veces superiotes a la inversidn y, lo que es mdas importante, se
estima que el programa permitié entre 1917 y los afios precedentes a la segun-
da guerra mundial salvar mds de 25.000 vidas al afio. Este programa fue basi-
camente el que progresivamente se fue implantando en Europa con 20-30
afios de diferencia, v se aplicd en Espafia a partir de 1966.

En lo que hace referencia a Espafia, Las primeras actuaciones de lucha
frente a la tuberculosis bovina se inician en Espafia a principios de los afios
50. EI 19 de junio de 1950 se inaugurd, de manera simbolica, la primera cam-
pafia oficial de saneamiento ganadero en el Ayuntamiento de Ribamontin del
Mar {Santander), realizdndose en una ganaderia de la localidad de Suesa la
prueba de la tuberculina segiin el método de Bang {Cuezva Samaniego, 1966).
Posteriormente se extiende la campafia al Pais Vasco, Asturias y Ledn, donde
se concentraba el ganado de aptitud lechera. En 1.965 se establece, mediante
la Orden de 24 de mayo, un Plan Nacional de Lucha contra la tuberculosis y
la brucelosis bovinas, centrado principalmente en los principales nicleos de
vacuno lechero del norte y centro de Espafia. Estos primeros pasos de los pro-
gramas se centraron en chequeos diagndsticos con fines estadisticos, indican-
do una incidencia en animales de en torno al 20%. Tras la entrada de nuestro
pais en la CEE, en 1.987 Espafia presenta un Programa de Erradicacion
Acelerada, de acuerdo con las Directivas 77/391/CEE v 78/52/CEE vy la
Decision 87/58/CEE, vy que fue aprobado el 15 de mayo de este afio median-
te la Decision 87/292/CEE. Los Programas Nacionales de Frradicacion de la
Tubercuiosis Bovina han sufrido diversas modificaciones y orientaciones a lo
largo de los afios, con el fin de adaptarse a los cambios acontecidos en el
manejo de los animales y la estructura de las explotaciones, en los flujos
comerciales y en el conocimiento cientifico de las distintas formas de 1a enter-
medad (asesoramiento, diagnostico, epidemioclogia, patogenia...).

Los Programas Nacionales de Erradicacion de la Tuberculosis Bovina
2006-2010 supusieron un cambio cualitativo en el planteamiento de los obje-
tivos, de forma que sentaron las bases para garantizar actuaciones continuadas
en el tiempo bajo un enfoque plurianual, establecido en 5 afios. Un pilar prin-
cipal de estos programas fue incrementar paulatinamenie la sensibilidad en el
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diagndstico, tanto a nivel de rebafio como individual. El incremento en la fre-
cuencia de las pruebas anuales, tanto en rebafios no calificados como en reba-
fios calificados de zonas de alta prevalencia, la realizacion de pruebas previas
a los movimientos de animales; la realizacién de protocolos normalizados de
trabajo para la realizacién de las pruebas diagndsticas; la intensificacion de las
inspecciones sin previo aviso sobre los equipos de campo; la aplicacion de cri-
terios severos en la interpretacion de la IDTB simple o el incremento paulati-
no de las pruebas complementarias de gamma-interferdn en rebafios positivos
confirmados han constituido las medidas principales para incrementar la sen-
sibilidad. Otras medidas adicionales introducidas paulatinamente para gestio-
nar los factores identificados han sido medidas de gestion de posibles reser-
vorios silvestres o la integracion del sistema de vigilancia en mataderos. El
enfoque plurianual permite establecer una serie de medidas constantes a lo
largo de los afios, aungue en funcion de la evolucidn de la enfermedad puede
ser necesario implementar medidas adicionales. Por ello, para la elaboracién
de este programa se han tenido en cuenta, ademas de fas distintas partes impli-
cadas en la ejecucion del programa (Comunidades Autonomas, Sectores
Productivos, Asesores Cientificos), las recomendaciones de la mision de la
FVO DG (SANCO) /2008-7792 v del subgrupo de la Tuberculosis Bovina de
la Task- Force para Espafia resultantes de la reunidn celebrada en Sevilla en
2007, asi como ¢l documento de trabajo SANCO/10200/2006 de dicho sub-
grupo “Erradicacion de la Tuberculosis Bovina en la UE”.

En los afios 30 del siglo pasado, hasta un 6% de las muertes por tubercu-
losis en Gran Bretafia eran atribuidas a M. bovis, lo que se achacaba a la ele-
vada prevalencia registrada en aquella época en el ganado (15-20%). En la
actualidad no se han registrado nuevos casos en es¢ pais a pesar de la ree-
mergencia de tuberculosis bovina que estan experimentando las Islas
Britanicas. En Espafia, un estudio realizado a nivel nacional en el que partici-
pamos describid que el 1.9% y el 0.3% de los casos de tuberculosis en el hom-
bre eran causados por M. bovis y M. caprae respectivamente, Estudios de
caracterizacion molecular han demostrado que los genotipos hallados en los
pacientes coinciden con los mas abundantes en el reservorio animal en nues-
tro pais, lo gue podria sugerir un vinculo epidemioldgico entre 1a enfermedad
en el hombre y los animales, como se observd en Gran Bretafia. Estudios ante-
riores yva identificaron el contacto con el ganado como la fuente de infeccion
mas probable en el caso de la tuberculosis humana por M. bovis (Grange,
2001; Prodinger et al., 2002). Otros estudios realizados en paises de
Centroeuropa y Europa oriental e Ttalia también han detectado la presencia de
M. bovisiM. caprae en el hombre (Grange, 2001; Kubica et al., 2003; Lari et
al., 2006). Sin embargo, M. caprae no ha sido descrito nunca fuera de la
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Furopa continental, con la excepcién de un caso detectado en Australia en un
paciente de origen europeo (Sintchenko and Gilbert, 2007) y de una vaca en
Algeria (Sahraoui et al., 2009).

Diversos estudios realizados en los Estados Unidos, paises escandinavos e
Inglaterra describieron una afectacion pulmonar en aproximadamente el 50%
de las reactivaciones en pacientes infectados, mientras que los restantes casos
cursaban con afectacion del tracto genitourinario (25%) y otras localizaciones
(25%). M. bovis causa fundamentalmente lesiones extra-pulmonares en el
hombre en paises en vias de desarrollo (Cosivi et al,, 1998), y un estudio rea-
lizado en Tanzania detectd que un 10% de las tuberculosis extra-pulmonares
estaban causadas por M. bovis. En un estudio longitudinal realizado en la
Toscana italiana durante cuatro afios se identificd M. bovis como el agente
causal del 3.7% de las tuberculosis extra-pulmonares y del 1% de los casos
pulmenares (Lari et al.,, 2009). M. caprae, en cambio, es capaz de dar lugar a
una gran variedad de cuadros en el hombre, incluyendo infecciones en pul-
mon, lupus vulgaris, tuberculosis cutanea, infecciones urinarias y pericarditis.

Se asume de forma generalizada que M. bovis/M. capree es menos virt-
lento que M. tuberculosis en el hombre, y que existe un menot riesgo de trans-
mision entre personas, aunque no se ha demostrado cientificamente. Esta cre-
encia choca con el mayor brote por M. bovis registrado en Espafia durante los
afios 90, causado por una cepa MDR de M. bovis con una elevada mortalidad,
que infecté mds de 100 pacientes y a algunos casos secundarios en distintos
hospitales (Guerrero et al., 1997; Rullan et al., 1996). Con posterioridad se
han venido registrando de forma esporddica algunos nmuevos casos debidos a
la misma cepa {Ramos et al., 2004; Robles et al., 2002). También se han des-
crito algunos casos de transmision de M. bovis y M. fuberculosis del hombre
al ganado bovino (Romero et al., enviado).

Las nuevas técnicas de caracterizacion molecular desarrolladas en las ulti-
mas décadas han permitido comparar de forma eficiente aislados de origen
humano v animal, permitiendo asi la realizacion de estudios epidemioldgicos
con un mayor poder de definicién y demostrando la transmision de la tuber-
culosis entre los animales v el hombre vy, en muchos casos, determinando el
origen de la infeccidn (Cvetnic et al., 2007a). Sin embargo, durante bastante
tiempo el flujo de informacioén entre las autoridades de Salud Publica y
Sanidad Animal ha sido ineficiente debido a la ausencia de una estrategia en
comun entre ambos sectores. Afortunadamente, esta situacion se estd revis-
tiendo en los ultimos afios, toda vez que el control de las zoonosis resulta alta-
mente beneficioso para el hombre v el ganado (Zinsstag et al., 2007).
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Conclusion

Si se tienen en cuenta todos los avances médicos que han tenido lugar en
los ultimos 100 afios resulta del todo incomprensibie constatar la importancia
que estas dos enfermedades, viejas conocidas de la humanidad, siguen tenien-
do en nuestros dias, y el mortal peaje que nos siguen cobrando. Todavia resul-
ta mds incomprensible si estos datos se analizan teniendo en cuenta que las
altas tasas de mortalidad originadas por la tuberculosis han sido constante-
mente altas a o largo de la historia del hombre. Quizd una de las razones para
ello es que en los ultimos 50 afios, a partir del advenimiento de la quimiote-
rapia, los paises desarrollados (sus gobiemos vy clase dirigente) han conside-
rado que eran enfermedades superadas o al menos bajo control, y que habian
pasado a ser patologias circunscritas a aquellos paises en vias de desarrollo.
Sin embargo, la irrupeién del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA) y la aparicion y generalizacion de cepas multirresistentes v exfrema-
damente resistentes para las que puede no existir ninguna alternativa terapéu-
tica, sumiendo sibitamente a los enfermos vy a los sistemas sanitarios en la era
pre-antibidtica ha sacudido la percepcidn que de estas enfermedades tenfamos
hasta el momento.

Segiin datos de la OMS, actualmente existen en el mundo dos mil millo-
nes de personas aproximadamente que estan infectadas de tuberculosis (un
tercio de la poblacién mundial) v, de estas personas, una de cada 10 acabara
desarrollando la enfermedad. En el afio 2009 murieron de tuberculosis 1,7
millones de personas, especialmente en los paises en desarrollo, donde jamas
llega a identificarse la especie causante de la enfermedad. Ademads, hubo 9.4
miflones de casos nuevos, lo que indica que la tasa de incidencia esta dismi-
nuyendo pero a un ritme muy lento (menos del 1% anual). Especialmente gra-
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ves son los casos de tuberculosis multirresistente {multidrug-resistant, MDR)
y extremadamente muliirresistente (extensively drug-resistant, XDR), debidas
a cepas resistentes a los firmacos de segunda linea y de las que se han con-
firmado casos en mas de 50 paises. Desde 1995 se han conseguido tratar con
éxito 41 miltones de pacientes y se han salvado 6 millones de vidas. Desde
este momento y hasta 2015 podrian salvarse otros 5 millones de vidas si se
consiguiese financiar y ejecutar integramente el Plan Mundial para Detener la
Tuberculosis 2011-2015. Ademas, la reduccién de las tasas de prevalencia y
mortalidad de la tuberculosis estd contemplado dentro de los Objetivos de
desarrollo del Milenio (ODM. Programa de las Naciones Unidas para <l
Desarrollo).

En Espafia, en ¢l afio 2009 hubo una tasa de mortalidad debida a tubercu-
losis (excluyendo a los infectados por VIH) del 0,7 por cada 100.000 habi-
tantes y se detectaron un total de 89.000 casos (Datos de la OMS, 2010). No
existe demasiada informacidn acerca de los miembros del MTBC causantes
de la tuberculosis en humanos, ya que, generalimente, para confirmar la infec-
cién o con fines estadisticos, basta con determinar que se trata de una especie
incluida en dicho complejo. A pesar de esto, existen estudios publicados que
han caracterizado las cepas aisladas en diferentes hospitales de nuestro pais.
Concretamente, en un estudio llevado a cabo en el periodo 2004-2007, de las
110 cepas aisladas de humanos y seleccionadas en base a diferentes criterios
(personas con contacto estrecho con animales domésticos como ganaderos,
personas de ambientes rurales con contacto con fauna silvestre o mayor pro-
babilidad de haber consumido leche sin pasteurizar, etc.), 89 fueron identifi-
cadas como M. bovis, 21 como M. caprae y en un 73% de los casos se llegd
a relacionar epidemiologicamente la infeccidn por estas especies con la ocu-
pacion y ambiente de trabajo de la persona afectada (ganaderos v agricultores
principaimente) y que procedian de regiones donde la tuberculosis era endé-
mica en animales de produccidn (Rodriguez et al., 2009b). A la inversa, nues-
tro grupo, empieza a detectar cada vez con mas frecuencia, animales infecta-
dos por M. tuberculosis , M. bovis y otras micobacterias de origen humano,
que en los casos en que no estén debidamente controlados, pueden a su vez
diseminar la infeccidn entre la poblacién humana. Afortunadamente en nues-
tro pais, la colaboracidn entre los responsables de la satud humana y animal,
estd funcionando adecuadamente y estos brotes se neutralizan rapidamente.
No obstante resulta preocupante el pensar que es lo que puede estar pasando
en aquellos paises que no tengan ni la capacidad técnica ni econdmica para
llevar a cabo estos exigentes programas de control.

En el caso de la lucha frente a ia lepra, en la década de los 90 el objetivo
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se fijo en conseguir una prevalencia por debajo de 1/10.000 habitantes en el
afio 2000, Por desgracia, este limite no pudo alcanzarse en numerosas regio-
nes de Africa, América, el sudeste asiatico, el Pacifico Occidental y el
Mediterrdneo Oriental, De hecho, incluso este objetivo inalcanzado se torna
insuficiente si se piensa en regiones de elevada densidad, como la India, en la
que se aceptarian niveles de enfermedad por encima de los 100.000 casos, lo
cual resulta incompatible con la idea de “eliminar” una enfermedad desde el
punto de vista de la Salud Publica. Aunque la prevalencia de la lepra se ha
reducide en un 78% en 28 paises endémicos en el periodo comprendido entre
1985 y 1996, el incremento en el total de nuevos casos registrados a nivel
mundial reportado por la OMS indica una tendencia muy preocupante. Con la
excepcion de la India, que informd de un descenso de casos entre 1993 v
2003, el mimero de nuevos casos en otros 16 paises en los que se registraron
al menos 1000 casos en 2005 se incremento en un 20%. Dado que la mayor
parte de nuevos casos reciben terapias combinadas eficaces en prevenir la
diseminacién de la bacteria, v por tanto que éstos actiien como fuente de
infeccion para otras personas, el origen de todos estos nuevos cases resulta
dificil de identificar, no pudiendo atribuirse en exclusiva a las mejoras en los
sistemas de Sanidad v diagnostico o el incremento de poblacién en riesgo. No
obstante, este preocupante panorama no debe impedir observar los avances
logrados en la lucha frente a la enfermedad a nivel mundial, como la elimina-
cion de ésta en 119 de los 122 paises en los que se habia identificado como un
problema de Salud Publica en 1985, y la curacion de mas de 14 millones de
personas afectadas en los ltimos 20 afios. Dado que atin no se han descriio
resistencias al tratamiento combinado recomendado por la OMS
(dapsona-trifampicinatclofazimina) la intensificacién de las actividades de
diagnostico y tratamiento en las zonas endémicas y un mayor conocimiento de
la epidemiologia de la enfermedad deberian conducir a la consecucidn de un
mayor control sobre esta plaga de la humanidad.

Esperemos que este panorama que hemos dibujado, lleno de claroscuros,
vaya perdiendo sus trazos mas grises. Que los esfuerzos combinados de cien-
tificos y politicos e incluso de los poderes econdémicos consigan que podamos
cumplir los objetivos que nos hemos marcado v que para la mitad de csta cen-
turia, casi 2 siglos después de haber descubierto su origen infeccioso, estas
enfermedades pasen a ser solamente un triste recuerdo en la historia de la
humanidad.

He dicho
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Excelentisimo Seiior Presidente
Excelentisimos Sefiores Académicos
Sefioras y Sefiores:

Tengo el honor, en nombre de la Real Académica de Doctores de Espafia,
de dar la bienvenida al nmuevo Académico de Ntimero, D. Lucas Dominguez
Rodriguez, elegido para ocupar el silldon mimero 74 adscrito a la Seccion
numero 10 que cotresponde a la Especialidad de Ciencias Veterinarias.

Nada tan grato como este tan honroso cometido al que se une la entrafia-
ble satisfaccion que supone contestar al discurso de recepcidén de un colega y
alummo directo en el mas profundo de los sentidos v, por ello, testigo de
excepcion de los méritos que avalan y orlan su brillante trayectoria docente,
cientifica y académica.

Nace el mievo Académico en Cabezuela del valle, precioso pueblo extre-
mefio, en 1955, hijo de Lucas y Nieves. Su padre era veterinario Titular y su
madre maestra Nacional. Del padre heredé Lucas, ademas del nombre, una
verdadera ensofiacién por el mundo ganadero y rural, también expresado en
su actividad docente e investigadora y de su madre la sensatez en el proceso
reflexivo a nivel académico y organizativo.

Lucas Dominguez conserva gratos recuerdos de nifiez y juventud en las
localidades en las que su padre ejercid la profesion, tales como Membrillera
en Guadalajara o Cabezuela del Valle en Céceres, en los que cursa la ense-
flanza primaria y secundaria.
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Los estudios de Bachillerato los cursa ya en Salamanca en el colegio de los
Escolapios que finaliza con la sclectividad en el Curso 1972-1973 y a partir
de entonces, con entera libertad v por decisidn propia envia su solicitud a tra-
vés de la Universidad de Salamanca a la Universidad Complutense de Madrid,
solicitando como primera opcidn la licenciatura de Veterinaria.

Lucas comienza los estudios con gran ilusién y junto a quien habia de ser
su gran amigo a lo largo de la licenciatura, Alberto Mamolar bilbaino, eligen
como asignatura preferente la de Microbiologia e Inmunologia veterinaria
impartida por el insigne catedritico Profesor D. Eliseo Gaston de Iriarte a
quien ambos amigos se ofrecieron como alumnos internos quién acepto al
comprobar su gran vocacion por la disciphina y serio compromiso de colabo-
racion que comenzo a finales del curso 1974-75.

Me complace recordar este hecho por doble motivo. Mi amistad con D.
Eliseo venia muy de aniiguo pero se consolidé cuando quiso el destino que le
sustituyese en dos catedras, la primera en la Facultad de Farmacia de
Barcelona v la segunda en la Facultad de Veterinaria de Madrid.

El segundo motivo nace del primero ya que D. Eliseo me recomendd a
Lucas y Alberto como futuras promesas. Creo recordar que fue en Enero de
1977 cuando ambos alumnos me visitaron para pedirme que les facilitase un
determinado aparato para seguir una investigacion sobre microflora (hoy
microbiota) de artrépodos.

Creo que accedl a comprarles el aparato a pesar de la penuria econdmica a
sabiendas de la escasa posibilidad de éxito en su planteamiento. Simplemente,
no queria negarles algo que fuese a desmotivar su incipiente ilusion nvesti-
gadora.

Estd claro que Lucas recuerda con nitida preferencia su afios de
Universidad frente a los periodos formativos anteriores.

En efecto, Lucas recuerda a ciertos profesores que contribuyeron mas que
otros a despertar su atraccion hacia la docencia y la investigacion, tales como
Martin Roldan, Gonzalez Gonzilez, Varcla Mosquera, Gaston de Iriarte, Sanz
Pérez, Sanz Sanchez, Gallego Garcia, Sanchez-Botija. Todos ellos pertenecie-
ron a la ensefianza a nivel universitario de las Ciencias Veterinarias en la
Facultad de Veterinaria de Madrid.

En el Curso 1978-79, cuando Lucas era ya profesor Ayudante de clases
Practicas, el Departamento de Microbiologia e Inmunologia pierde su inde-
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pendencia y queda obligado a integrarse en nuestro actual Departamento de
Sanidad Animal a consecuencia de una nueva estruciura universitaria en
Areas de Conocimiento y de esta manera la Microbiologia, Inmunologia,
Parasitologia, Enfermedades Infecciosas v Parasitarias pasan a constituir el
nuevo Departamento. A la hora de distribuir las ensefianzas Lucas v Alberto,
ya profesores son los primeros en elegir la disciplina de Microbiologia ¢
inmunologia. Nadic podria imaginarse entonces que sus destinos se diversifi-
carian de forma radical, pero sin olvidar su gran amistad. Y asi mientas Lucas
signid fiel a su linea en el Departamento y Facultad en donde ha llegado a
escalar las mas altas cotas de prestigio universitario, Alberto Mamolar, su
amigo nos abandono al comienzo de la década de los afios 80 del pasado siglo
al opositar a una plaza de Veterinario Titular al Ayuntamiento de Bilbao.
Alberto gané la oposicion con una gran brillantez v doy fe como miembro que
fui del Tribunal de Oposicion.

Una gran pérdida para el Departamento. No para Alberto que ha sabido
rodearse de un gran prestigio profesional en todo el Pais Vasco.

Lucas, afectado en principio por el alejamiento de su amigo, supo reaccio-
nar enfrentindose a las dificultades de una carrera docente e investigadora en
tiempos dificiles y su decision y valenfia le abrieron las puertas del éxito tanto
en la docencia como en la investigacion acreditando un magnifico historial
cientifico.

Los pasos fundamentales en su carrera profesional y universitaria comien-
zan en el afio 1978 como Ayudante de clases Pricticas seleccionado por con-
curso de méritos, colaborador cientifico, Profesor Titular interino, Profesor
Titular por concurso oposicion, [985 y catedratico de Universidad por concur-
so posicién en 1989. En paralefo, con idéntica rapidez y progreso evoluciona
su responsabilidad como investigador de tal manera que hoy en dia cuenta con
més de 300 publicaciones preferentemente en revistas Internacionales con
“referee” v de notable prestigio.

Ha dirigido 22 Tesis doctorales y numerosos Proyectos de Investigacion v
en ¢l afio 2007 alcanza el maximo de tramos de investigacion (5} y de docen-
cia (6), lo que le ha estimulado para seguir con ahinco su magisterio universi-
tario en ambos conceptos docente e investigador.

La labor de Lucas como asesor ministerial en temas de Sanidad Animal o
de caracter agricola-ganadero se podria definir como de una actividad que nos
atrevemos a calificar de trepidante.
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En este punto les confirmo mi promesa de brevedad porque siempre que
he pasado por el trance de contestacion al discurso de recepeion académica,
no me he olvidado nunca que ¢l recipiendario es la principal figura del acto.

Para terminat, por tanto, me referiré al magnifico y bien documentado dis-
curso cientifico sobre enfermedades causadas por micobacterias.

En el Departamento de Sanidad Animal y en el grupo de investigacion que
contribuimos a crear, a lo largo de 25 afios, se han cultivado varios temas de
investigacion en Tesis Doctorales o determinados Proyectos de Investigacion,
pero estimo que hay dos temas que dentro de las disciplinas de Microbiologia
e Inmunologia han acreditado definitivamente al Departamento en su vertien-
te microbiologica.

Estos temas son la Epidemiologia de Ia Listeriosis v la Etiopatogenia de
las Micobacteriosis.

En el estudio de la Listeriosis lo habia iniciado personalmente en 1974 en
la Facultad de Farmacia de Barcelona v al trasladarme a Madrid en ¢l afio
1977 quise continuarlo en nuestro Departamento con el grupo de
Microbidlogos.

En aguellos afios el estudio de un microorganismo tan ubicuitorie como L.
monocyiogens era muy interesante desde el punto de vista cientifico pero no
ocasionaba problemas sanitarios graves a no ser en la Sanidad Animal.

Quiso el destino que en los afios 80 del pasado siglo aparecieran focos de
Listeriosis humana sucesivamente en Canadi, EE.UU, Suiza, Francia e
Inglaterra.

Estos brotes fueron ocasionados por el consume de diferentes alimentos,
leche, queso, “coleslaw” diversos alimentos precocinados y asi enfermaron
varios centenares de personas.

La elevada letalidad ocasionada en las personas afectadas, en torno al
30%, ¢l hecho de que los brotes aparecieran en paises de alto nivel econdmi-
co y sanitario asi como el origen alimentario de los “outbreaks” desencadend
un gran temot en la industria alimentaria y en la poblacién que alcanzé, pre-
cisamente en los paises afectados un verdadero “miedo cerval”. La prensa
americana se referia a la “histeria de la listeria™.

El estudio de la Listeriosis cobré un gran interés y podemos afirmar que el

144



grupo de Microbiologia del Departamento de Sanidad Animal contribuyo bri-
llantemente al estudio del proceso infeccioso con cientos de publicaciones en
las que figuraba en lugar destacado el nombre de Lucas Dominguez
Rodriguez.

El segundo tema en que tienc una clara participacion el recipiendario
Lucas Dominguez se centra en la década de los afios 90 del siglo XX en la
Tuberculosis Bovina, Paratuberculosis caprina y otras micobacteriosis.

Mientras que ¢l tema de la Listeriosis ha perdido interés al haberse logra-
do una eficaz prevencion y control de la enfermedad humana por L. monocy-
togenes el tema de las Micobacterias ha cobrado un interés maximo dentro del
Departamento de Sanidad Animal, que es el Departamento que mayor mime-
ro de Proyectos de Investigacion ha dirigido entre los de la Universidad
Complutense seglin manifestaron los dos dltimo Rectores.

La afortunada entrada en la investigacidn de las micobacterias parte de un
grupo de microbidlogos estimulados con un Provecto de Investigacidn finan-
ciado por el FISS dirigido por el profesor Lucas Dominguez Rodriguez, refe-
rido al Diagndstico de la Tuberculosis Bavina, El desarrolio del Proyecto dio
lugar a varias publicaciones en el [nternational Systematic Microbiology y
ofras serics de revistas de gran nivel cientifico.

A finales de la década de los mencionados afios 90 se organiza por el
Departamento de Sanidad Animal una reunién cientifica sobre micobacterias
en el Escorial con asistencia de 37 laboratorios europeos interesados en el
tema micobacterias. Como resultado de la misma se solicita una accién con-
certada de 1999-2003, siendo D. Lucas Dominguez Rodriguez el Investigador
Principal. A esta Accidn sigue otra 2004-2009 siguiendo Lucas como investi-
gador principal.

A estas acciones concertadas, han seguido otras coordinadas por el labora-
torio de Micobacterias del Departamento de Sanidad Animal de la
Universidad Complutense.

El éxito de coordinar repetidamente a 37 laboratorios europeos animoé al
Prof. Lucas Dominguez y a sus colaboradores a crear un nuevo centro depen-
diente de la Universidad Complutense a través del Departamento de Sanidad
Animal, un centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria que os en estos momen-
tos, una de las instalaciones cientificas més importantes de Europa en el
Campo de Sanidad Animal.
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En Espafia no existe en ninguna Universidad Espaflola un centro de
Investigacion que tenga un nivel de Seguridad Bioldgica superior a 3, como
VISAVET cuya camara de Seguridad leva inmerecidamente mi nombre.

Este Centro con su trascendencia europea y mundial ha jugado un papel
muy importante en la calificacién de Excelencia en la Investigacion para el
“Campus” Universitario de Moncloa.

Este éxito corresponde y de manera muy principal al Profesor Lucas
Dominguez Rodriguez.

Decia Séneca, glorioso fildsofo cordobés “Nunca se descubrird nada si
estuviésemos satisfechos con lo descubierto”. Conocedor de las cualidades
humanas v cientificas estimaos que Lucas continuard en su linea de invencion,
lo que ha de redundar en beneficio de esta centenaria institucion, que tanto se
viene ocupando de impulsar los estudios de Doctorado como tnico portico de
entrada a la investigacion universitaria asi como del propio conocimiento
cientifico y multidisciplinar.

Por ello v, en nombre de esta Real Academia de Doctores de Espafia de la

que nos sentimos muy honrados en pertenecer v en el mio personal le damos
la més cordial bienvenida. He dicho.
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