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Líneas de In estigación

Servicio de Micobacterias

Líneas de Investigación
· Aplicación de nuevas técnicas de diagnóstico: MGIT, real time PCR,p g , ,
técnica de extracción directa de ADN a partir de muestra clínica.

· Estudios de sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnósticas
d l b l i I f i d i b ide la tuberculosis. Interferencia de otras micobacterias
(M.a.paratuberculosis).

· Estudios inmunológicos Caracterización de la respuesta inmune· Estudios inmunológicos. Caracterización de la respuesta inmune.
Nuevas citoquinas para diagnóstico.

· Caracterización molecular de miembros de los complejos M.p j
tuberculosis (MLST, spoligotyping, VNTR) y M. avium (PCR, REAs).

· Epidemiología de la tuberculosis y paratuberculosis. Papel de los
óanimales salvajes. Control de la enfermedad. Vacunación.



Trabajo de Servicio
Servicio de Micobacterias

j
· Cultivo microbiológico: tuberculosis y paratuberculosis.

· Identificación de complejo Mycobacterium tuberculosis y
M. avium mediante la técnica de Reacción en Cadena de laM. avium mediante la técnica de Reacción en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

· Caracterización molecular de aislados del género
Mycobacterium: DVR-spoligotyping, PFGE, VNTR.

· Pruebas inmunológicas:
•Detección de gamma-interferon (PPD aviar y PPD
bovina)bovina)
•Detección de anticuerpos frente a
M.a.paratuberculosis.



Trabajo de Servicio
Servicio de Micobacterias Acreditación

j
· Cultivo microbiológico: tuberculosis y paratuberculosis.

· Identificación de complejo Mycobacterium tuberculosis y
M. avium mediante la técnica de Reacción en Cadena de laM. avium mediante la técnica de Reacción en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

· Caracterización molecular de aislados del género
Mycobacterium: DVR-spoligotyping, PFGE, VNTR.

· Pruebas inmunológicas:
•Detección de gamma-interferon (PPD aviar y PPD
bovina)bovina)
•Detección de anticuerpos frente a
M.a.paratuberculosis.
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Convenios de colaboración

- Apoyo en el diagnóstico de tuberculosis
- Asesoría científica/técnica

Estudios de investigación- Estudios de investigación



- Estudios epidemiológicos (DVR-spoligotyping, VNTRs).
Gestión y actualización de la Base de Datos Nacional mycoDB.
- Escuela de Tuberculosis para la formación del personal
veterinario y desarrollo de una técnica de sensibilización en
animales sanos mediante la aplicación de antígenos de
Mycobacterium bovisMycobacterium bovis.
- Cultivo microbiológico de tuberculosis, identificación y
caracterización molecular de los aislados e interpretación de
resultados de CCAAresultados de CCAA.
- Estudio de la interferencia producida por la vacunación frente
a la paratuberculosis y pseudotuberculosis o de la co-infección
por C. pseudotuberculosis en el diagnóstico de la tuberculosis.p p g
- Complementar al Laboratorio de Referencia Europeo de
Tuberculosis Bovina.
- Tuberculosis en reservorios silvestres y análisis de la eficaciaTuberculosis en reservorios silvestres y análisis de la eficacia
de un programa de vacunación en estas especies.
- Valoración de la sensibilidad y especificidad de las pruebas
oficiales de diagnóstico de la tuberculosis bovina y caprinag y p
mediante el empleo de PPDs.
- Asesoría científica y técnica al MARM y CCAA (acreditación).



PREVALENCIA DE REBAÑO E INCIDENCIA EN 
ANIMALES 1986-2010 TUBERCULOSIS BOVINA
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F t  l i d   l  f d d

Epidemiología compleja
Factores relacionados con la enfermedad

- Epidemiología clásica 
 Encuesta epidemiológicaEncuesta epidemiológica
 Densidad (hacinamiento, tipo de ganadería, etc.)
 Comportamiento, movimiento de animales

E t di  d  l  l i  ( id d t á i   bd i l) Estudio de las lesiones (cavidad torácica o abdominal)
 Interacciones (ganado, peridomésticos, salvajes, hombre) 



F t  l i d   l  f d d

Epidemiología compleja
Factores relacionados con la enfermedad

- Epidemiología clásica 

- Epidemiología molecular- Epidemiología molecular
-DVR-spoligotyping
-MIRU-VNTRs



PCR Múlti l Identificación por PCRPCR Múltiple

Géne o M cobacte i mGénero Mycobacterium

Complejo Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis



Direct Variable Repeat - Spacer Oligonucleotide Typing

DVR-SPOLIGOTYPING

Cepa 1

4
Cepa 2

DR

1 2 3
4

DR DR

1 3 4

Locus DR

espaciador

DR DR
1 2 3 4

Cepa 1
Cepa 2



M. bovis
1101111101111110111101111000011111111100000 Código numérico (SB0121)

SB0120

SB0132

M. tuberculosis

SIT58

SB0157

M. caprae
SB0157

SB0415

SB0157



Variable Number Tandem Repeats (VNTR)Variable Number Tandem Repeats (VNTR)
Mycobacterial Interspersed Repetitive Units (MIRU) 

Cepa 1

Cepa 2

Locus 40-100 pb x N

1
C
ep

a 
1

C
ep

a 
2

VNTR2165, VNTR2461, VNTR0580, VNTR3192, VNTR2996, VNTR2163a, VNTR2163b, VNTR4052, VNTR3232

P fil MIRU VNTR  1 3 3 3 5 10 2 5 8 Perfil MIRU-VNTR: 1-3-3-3-5-10-2-5-8 



Diseño y puesta a punto de una base de Diseño y puesta a punto de una base de 
datos nacional sobre tuberculosis y 
otras micobacteriosis en animalesotras micobacteriosis en animales

Centro de Vigilancia Sanitaria 
Veterinaria (VISAVET)

Ministerio de Medio Ambiente y 
Medio Rural y Marino

- Centralización de la información de ADN de cepas

Universidad Complutense

Centralización de la información de ADN de cepas
del complejo M. tuberculosis en una Base de Datos
Nacional.

- Vigilancia y estudios epidemiológicos.

- Acceso restringidoAcceso restringido.





Datos epidemiológicosDatos epidemiológicos

 Espoligotipo www.Mbovis.orgp g p g

 Fecha de recepción de la muestra

 Comunidad Autónoma y su código oficial 

 P i i Provincia

 Municipio y su código oficial Municipio y su código oficial

 Especie animal

 Identificación



Flujo de trabajoFlujo de trabajo
- 2006: “Manual de procedimiento para la 

toma y envío de muestras para el cultivo 
microbiológico de  tuberculosis”

- Se aplica a:
 Muestras de tejidos.Muestras de tejidos.

 Medios de cultivos positivos.

 ADN.

 Perfiles de espoligotipado.Perfiles de espoligotipado.



Perfiles Perfiles 
Especie Aislados

Perfiles
spoligo

Perfiles 
VNTR

M. bovis 16230 396 157

M. caprae

b l i

1449 18 15

0M. tuberculosis 6 5 0



1. Spoligotype Search



Transmisión entre explotacionesTransmisión entre explotacionesTransmisión entre explotacionesTransmisión entre explotaciones

 Movimiento de un animal? Movimiento de un animal?
 Fallo diagnóstico?
 Nueva infección?



Importancia de los animales salvajes

1 R i   d

p j

1. Reservorios para ganado

2. Especies protegidas

3. Salud Pública



a
: 1.Variedad de fauna salvaje, varias especies 

ibl
sp

a
ñ

a susceptibles.

2.Caza como actividad económica.
E
n

 E
s

3.Alta densidad de población.

4.Práctica ganaderas específicas (extensivo).g p ( )



Distribución de los espacios naturales de la CM

Área total:

802.180 ha

Espacios naturales:

301.800 ha

Espacios naturales:

172.001 ha

Espacios protegidos:



1700 h 5900 h 14800 h16.000 ha



Municipio Nº 
aislados

Villanueva del Pardillo 28

Aislados bovinos de M. bovis 2006-2007
Villanueva del Pardillo 28

San Sebastián de los Reyes 21

Rascafría 20

Lozoya 12

Colmenar Viejo 11

San Agustín del Guadalix 8

Soto del Real 8

B t i j 7Bustarviejo 7

Fuente el Saz del Jarama 6

Cenicientos 5

Escorial (El) 5

Manzanares el Real 5

Boalo (El) 4

Canencia 3

Cercedilla 3

Molinos (Los) 2

Pinilla del Valle 2

Collado Mediano 1Collado Mediano 1

Gargantilla del Lozoya y Pinilla de Buitrago 1

Guadalix de la Sierra 1

Madrid 1

Vellón (El) 1



Aislados de M. bovis 2006-2007

Aislados de M. bovis
procedentes de 

Aislados 
bovinos de M. 

b i
p
fauna salvaje bovis

2222 

155 17

42 

Total: 81



DVR-Spoligotyping: caracterización molecular

Aislados 
deM bovisde M. bovis 

Bovino Fauna salvaje

Perfil Aislados % Aislados %
SB0339 72 46,4 70 86,4
SB0121 37 23,9
SB0265 16 10,3
SB0867 11 7 1SB0867 11 7,1
SB0122 5 3,2
SB0120 4 2,6
SB0134 3 1,9 1 1,2
SB0294 3 1 9SB0294 3 1,9
SB0152 2 1,3
SB0295 1 0,6
SB1090 1 0,6
SB1142 8 9,9
SB1302 1 1,2
SB1393 1 1,2

81155Total: 81 155 Total:



2. Isolate Search: M. bovis en salvajes



Estudio 1

Conocer la prevalencia de la tuberculosis en animales en un
áárea restringida

Realizar estudios epidemiológicos basados en técnicas 
moleculares

Muestreo de ganado bovino y animales salvajesg y j
Intervalo de seis años (1998-2003)
Cultivo microbiológico, identificación
DVR-spoligotyping y MIRU-VNTR



Estudio 1

Especie 
animal N animales M. bovis (%) Perfiles DVR-spoligotyping (N)   

Bovino 678

J b lí 214

54 (7,96)

60 (28 04)

SB0120 (1)
SB0134 (2)
SB1230 (10)

SB0950 (1)
SB0822 (3)
SB1232 (34)

SB1233 (1)
SB1234 (2)

SB1230 (11) SB1232 (48) SB0950 (1)Jabalí 214

Ciervo 168

Gamo 134

60 (28,04)

26  (15,48)

17 (12,69)

SB1230 (11) SB1232 (48) SB0950 (1)

SB1230 (2) SB1232 (24)

SB1230 (1) SB1232 (16)Gamo 134

Lince 
ibérico

10

Zorro 5

( ,69)

4 (40)

2 (40)

S 30 ( ) S 3 ( 6)

SB1232 (3) SB0295 (1)

SB1230 (1) SB1232 (1)Zorro 5

TOTAL 1209

2 (40)

163 (13,48)

SB1230 (1) SB1232 (1)

9 perfiles SB1232 (77,3%)
SB1230 (15,3%) 



Estudio 1

Perfiles MIRU-VNTR
Perfil espoligo Especie 

animal
QUB 
3232

ETR
-A

ETR
-B

QUB 
26

QUB 
11a

QUB 
11b

MIR
U 4

MIR
U 40

SB0822 Bovina (n=3)

6 4 5 4 12 4 3 2SB1232 
Bovina 
(n=23) 6 4 5 4 12 4 3 2SB1232 (n 23)
Salvajes  
(n=38)

SB1233 Bovina (n=1)

SB1230
Bovina (n=6)

Salvajes 
(n=10)

7 6 4 5 12 2 0 2

SB0950 Bovina (n=1)
Jabalí (n=1) 6/7 4/6 5/4 4/5 12 2/4 3 2



Estudio 1

Perfil espoligo Especie 
animal

QUB 
3232

ETR
-A

ETR
-B

QUB 
26

QUB 
11a

QUB 
11b

MIR
U 4

MIR
U 40

SB0822 Bovina (n=3)

6 4 5 4 12 4 3 2SB1232 
Bovina 
(n=23) 6 4 5 4 12 4 3 2SB1232 (n 23)
Salvajes  
(n=38)

SB1233 Bovina (n=1)

SB0822  SB1232  SB1233SB0822  SB1232  SB1233

Microevolución



Estudio 1

Perfil espoligo Especie 
animal

QUB 
3232

ETR
-A

ETR
-B

QUB 
26

QUB 
11a

QUB 
11b

MIR
U 4

MIR
U 40

Bovina 

SB1232 (n=23)
Salvajes  
(n=38)

6 4 5 4 12 4 3 2

Bovina (n=6)
SB1230

Bovina (n=6)
Salvajes 
(n=10)

7 6 4 5 12 2 0 2

SB0950 Bovina (n=1)
J b lí ( 1) 6/7 4/6 5/4 4/5 12 2/4 3 2SB0950 Jabalí (n=1) 6/7 4/6 5/4 4/5 12 2/4 3 2



Estudio 1

Perfil espoligo Especie 
animal

QUB 
3232

ETR
-A

ETR
-B

QUB 
26

QUB 
11a

QUB 
11b

MIR
U 4

MIR
U 40

Bovina 

SB1232 (n=23)
Salvajes  
(n=38)

6 4 5 4 12 4 3 2

Bovina (n=6)
SB1230

Bovina (n=6)
Salvajes 
(n=10)

7 6 4 5 12 2 0 2

SB0950 Bovina (n=1)
J b lí ( 1) 6/7 4/6 5/4 4/5 12 2/4 3 2SB0950 Jabalí (n=1) 6/7 4/6 5/4 4/5 12 2/4 3 2

SB0950 = SB1232 + SB1230SB0950 = SB1232 + SB1230

Infección policlonal por los espoligotipos más frecuentes



Estudio 2

Descripción la infección de tuberculosis en ganado bovino 
causada por Mycobacterium tuberculosisp y

Estudio epidemiológico basado en epidemiología clásica y 
molecular



ó

Estudio 2

- Infección en tres animales de tres explotaciones

Locali ación  Cent o  No te de España- Localización: Centro y Norte de España

C lti  i bi ló i  di t  i t  lí id- Cultivo microbiológico mediante sistema líquido
- Detección rápida

M j  ibilid d- Mejor sensibilidad

- Diseñado para M. tuberculosis

- Reciente implantación en Sanidad Animal

- Caracterización molecular- Caracterización molecular



Estudio 2

I f ió C 1 C 2 C 3

 Características de la explotación Estudio de los animales infectados

Información Caso 1 Caso 2 Caso 3

No. animales 6 54 >200

Producción Cárnica Cárnica Lecherata
ci
ón

Estatus TB (anterior al brote) Libre Libre No libre

No. reactores IDTB 1 31 12

Año del brote 2007 2008 2009

Ex
pl
ot

Año del brote 2007 2008 2009

Edad de los animales (meses) 9 4 3

IDTB/IFN‐γ +/ND  /  +/ND

er
cu
lo
si
s Animales jóvenes

Lesiones compatibles No No No

Perfil espoligotipo SIT 2537 SIT 1564 SIT 58

Coinfección Sí (M.a.h) Sí (M. bovis) No

M
. t
ub

e

Sin lesiones

Coinfección Sí (M.a.h) Sí (M. bovis) No



Estudio 2

Información Caso 1 Caso 2 Caso 3

 Origen de la infección en los animales

Información Caso 1 Caso 2 Caso 3

Año del brote 2007 2008 2009

Edad de los animales (meses) 9 4 3

lo
si
s

IDTB/IFN‐γ +/ND  /  +/ND

Lesiones compatibles No No No

Perfil espoligotipo SIT 2537 SIT 1564 SIT 58

M
. t
ub

er
cu
l

p g p

Coinfección Sí (M.a.h) Sí (M. bovis) No

M

TB activa Sí Sí Sí

ge
n 

an
o

País de origen España Este Europa España

Perfil espoligotipo SIT 2537 ‐ SIT 58

O
ri
g

hu
m

MDR

Reforzar la comunicación entre Sanidad Animal y Salud Pública

MDR



ObjetivosObjetivos futurosfuturos

Asesoría y apoyo a la base de datos Nacional.
Completar con:p

- Sistema de información geográfica (GIS).



Muchas Muchas 
graciasg


