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RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis es el agente causal de tuberculo-
sis en humanos, sin embargo, la transmisiéon zoonética de My-
cobacterium bovis de animales a humanos, principalmente a
individuos inmunocomprometidos, es de gran impacto en salud
publica. La necesidad de disefiar métodos rapidos y precisos
que permitan diferenciar entre M. tuberculosis y M. bovis ha
conducido al desarrollo de estrategias de identificacion genoti-
pica. El objetivo de este estudio fue evaluar el poder discrimi-
natorio de un ensayo de reaccién en cadena de la polimerasa
en formato multiple para diferenciar entre aislados clinicos de
M. tuberculosis y M. bovis. Se estandarizaron condiciones
para amplificacion simultanea con oligonucleétidos dirigidos a
secuencias de genes Rv0577 y Rv1510. Rv0577 es especifico
de micobacterias del Complejo M. tuberculosis y Rv1510 se lo-
caliza en regiones polimérficas (RD4) del genoma de cepas
del complejo M. tuberculosis, ausentes en M. bovis y M. bovis
BCG, permitiendo diferenciar entre estas dos especies del
complejo M. tuberculosis. Para evaluar la especificidad del en-
sayo se analizaron 46 aislados clinicos. EI amplicon corres-
pondiente a Rv0577 se detecté en todos los aislados clinicos
del complejo M. tuberculosis, mientras que el producto de
1033 pb Rv1510 (RD4), se observé exclusivamente en M. tu-
berculosis, pero no en M. bovis, ni en M. bovis BCG, demos-
trando la especificidad de este ensayo de RCP para identificar
micobacterias del complejo M.tuberculosis y diferenciar entre
M. tuberculosis y M. bovis en una Unica reaccion de amplifica-
cion. Dada la especificidad del ensayo, éste puede ser aplica-
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do para la identificacion y diferenciaciéon de micobacterias del
complejo M. tuberculosis en muestras clinicas, para hacer con-
trol de calidad de productos derivados de animales con sospe-
chas de infeccion y desarrollar estudios a gran escala de
transmision zoonética de M. bovis en poblaciones vulnerables.

Palabras clave: M. tuberculosis, M. bovis, RCP multiple,
Rv1510, RD4, Rv0577.

ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis is the causal agent of tuberculosis
in humans, however, the zoonotic transmission of Mycobacte-
rium bovis from animals to humans, mainly immunocompro-
mised individuals, is of great impact in public health. The ne-
cessity to design rapid and precise methods to differentiate be-
tween M. tuberculosis and M. bovis has lead to the develop-
ment of strategies of genotypic identification. The aim of this
study was to evaluate the discriminatory power of a multiplex
PCR assay to differentiate between M. tuberculosis and M. bo-
vis clinical isolates. Conditions for simultaneous amplification
with oligonucleétidos targeted Rv0577 and Rv1510 genes se-
quences were standardized. Rv0577 is specific of M. tubercu-
losis complex mycobacteria and Rv1510 is located in polymor-
phic regions (RD4) of the mycobacterial genome of M. tubercu-
losis complex, but is absent in M. bovis and M. bovis BCG, al-
lowing to differentiate between M. tuberculosis complex
strains. To evaluate the specificity of the PCR assay, 46 clini-
cal isolates were analyzed. The amplicon from Rv0577 gene
was detected in all of the clinical isolates from M. tuberculosis
complex, whereas the 1033 pb product from Rv1510 (RD4),
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was exclusively observed in M. tuberculosis and was absent in
M. bovis and M. bovis BCG, showing the specificity of this PCR
assay to identify mycobacteria of the M. tuberculosis complex
and to differentiate between M. tuberculosis and M. bovis in a
single-step assay. This multiplex PCR assay can be applied to
the identification and differentiation of mycobacteria of M. tu-
berculosis complex in clinical samples, to the quality control of
products derived from animals with infection suspicions and to
develop studies on great scale of zoonotic transmission of M.
bovis in susceptible populations.

Key words: M. tuberculosis, M. bovis, multiplex PCR, Rv1510,
RD4, Rv0577.

INTRODUCCION

El complejo Mycobacterium tuberculosis comprende mi-
cobacterias de crecimiento lento causantes de tuberculosis en
animales y humanos, dificiles de diferenciar por métodos bac-
teriol6gicos convencionales. El grupo incluye M. tuberculosis
causante de tuberculosis en humanos; M. bovis que infecta
principalmente el ganado bovino, pero también causa tubercu-
losis en humanos; M. bovis BCG, el derivado atenuado de la
cepa de M. bovis comunmente utilizado como vacuna de pro-
tecciéon contra M. tuberculosis; M. africanum, especie causante
de tuberculosis humana en el continente africano; M. microti,
la cual es patogénica en roedores y M. canetti, una subespecie
de M. tuberculosis reportada en tuberculosis humana [13,15,
29, 32]. A pesar de la definicion de un rango relativo de hospe-
dador, se conoce que ocurre transmisién zoonética de todas
estas especies de animales a humanos [1, 13, 15, 30], de he-
cho, la transmision zoonética de M. bovis de animales a huma-
nos por el consumo de leche no pasteurizada y otros produc-
tos de animales infectados, tiene gran impacto en salud publi-
ca [3, 10, 11]. También se han reportado infecciones por M.
bovis BCG en nifios vacunados y pacientes con algun compro-
miso del sistema inmune e infectados por el virus HIV [4, 14,
25].

La infeccion por M. bovis tiene gran importancia desde el
punto de vista terapéutico, debido a que su patrén de suscepti-
bilidad a antibiéticos difiere al de M. tuberculosis, por ejemplo,
la mayoria de las cepas de M. bovis tienen resistencia natural
a pirazinamida, una de las drogas de primera linea utilizadas
en el tratamiento de la tuberculosis [19, 26], de manera que la
identificacion de aislados clinicos del complejo M. tuberculosis,
particularmente la diferenciacién entre especies M. tuberculo-
sis 'y M. bovis es un aspecto clave para el tratamiento adecua-
do del paciente y para brindar informacién epidemiolégica a
las Coordinaciones de los Programas de Control de Tuberculo-
sis. A pesar de la limitada informacién epidemioldgica de la in-
cidencia de la tuberculosis por M. bovis en el mundo, diversos
reportes han sefialado que la infeccion por M. bovis tiene gran
impacto en salud publica en paises de Africa, América Latina y
el Caribe [1, 3, 10, 11, 36].

La inexistencia de métodos rapidos y precisos que per-
mitan diferenciar entre M. tuberculosis y M. bovis ha conducido
a diversos grupos de investigacion a emplear la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) para detectar dife-
rencias genotipicas entre estas especies. Uno de los ensayos
propuestos inicialmente, se disefié basandose en el hecho de
que M. tuberculosis contiene en su genoma mayor nimero de
copias del elemento de insercion IS6710 que M. bovis, sin em-
bargo, estudios posteriores demostraron que algunas cepas
de M. bovis también tenian alto nimero de copias de IS6110 y
a su vez, algunas cepas de M. tuberculosis exhibian bajo nu-
mero de copias de este elemento de insercion [28]. Otro inten-
to result6 del estudio del gen mip-40, el cual presumiblemente
estaba presente en M. tuberculosis y ausente en M. bovis [21],
demostrandose luego que el gen estaba ausente en varias ce-
pas de M. tuberculosis y presente en varias cepas de M. bovis
[33]. En estudios posteriores se han incorporado otros marca-
dores genéticos para diferenciar entre M. tuberculosis y M. bo-
vis [20, 23, 24, 35], destacandose el disefio de ensayos de
RCP que se basan en la caracterizacién de polimorfismos de
ADN que dependen de la presencia o no de regiones espacia-
doras localizadas entre dos secuencias [6, 22, 27].

Diversos estudios comparativos utilizando estrategias de
hibridacion genética han puesto en evidencia estas regiones
de diferenciacion (RD), que representan pérdida de material
genético en M. bovis en relacion con M. tuberculosis H37Rv [7,
9, 12], de hecho, se ha propuesto que esto puede estar rela-
cionado con el proceso de atenuaciéon de M. bovis BCG (Baci-
lo Calmette-Guerin) [7]. Estas regiones de diferencia incluyen
largas secuencias polimoérficas (LSP) que parecen haberse
acumulado secuencialmente y estan diferencialmente distribui-
das entre varios grupos de micobacterias del complejo tuber-
culosis [9, 12, 18]. Estas LSP se han utilizado recientemente
para diferenciar entre varias cepas del complejo M. tuberculo-
sis y establecer relaciones filogenéticas [16, 17, 22].

Dada la distribucion diferencial de estas LSP en cepas
del complejo Mycobacterium tuberculosis, en el presente estu-
dio se evaluaron oligonucleétidos basados en secuencias RD4
[16] para diferenciar entre aislados clinicos de M. tuberculosis
y M. bovis. Posteriormente estos oligonucleétidos se utilizaron
en una RCP en formato multiple para amplificar simultanea-
mente con otros oligonucledtidos especificos del género Myco-
bacterium y para el Complejo Mycobacterium tuberculosis.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de micobacterias

Se evaluaron 46 cepas micobacterianas aisladas de
muestras de esputo provenientes de pacientes con clinica de
tuberculosis, incluyendo 36 aislados clinicos de M. tuberculo-
sis, 8 de M. bovis y 2 de M. bovis BCG. Los aislados clinicos
fueron caracterizados por analisis fenotipico y caracteristicas
bioquimicas en el laboratorio de Diagnostico de Tuberculosis
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con sede en el Servicio Autbnomo del Hospital Universitario de
Maracaibo (SAHUM), laboratorio de referencia que procesa
muestras provenientes de todos los municipios del estado Zu-
lia. Este laboratorio esta adscrito al Programa Regional de
Control de Tuberculosis.

Oligonucleétidos utilizados

Para la identificacion de micobacterias M. tuberculosis,
M. bovis'y M. bovis BCG, pertenecientes al complejo M. tuber-
culosis, se utilizaron tres pares de secuencias que se indican
en la TABLA I. Un par género-especifico dirigido a la secuen-
cia del gen ribosomal 16S (rDNA 16S) que permite detectar
cualquier miembro del género Mycobacterium. Otro par, dirigi-
do a la secuencia del marco de lectura identificado como
Rv0577, se utilizo6 para identificar cepas del complejo M. tuber-
culosis y un tercer par de oligonucleétidos correspondiente a la
secuencia del gen Rv1510, localizado en el locus RD4, pre-
sente en todas en las cepas del complejo M. tuberculosis, ex-
cepto en M. bovis [9, 12, 16], se utilizd para diferenciar entre
M. tuberculosis y M. bovis. La identidad de estos oligonucledti-
dos fue confirmada por alineamiento de sus secuencias utili-
zando el programa Blastn y las Bases de Datos European Mo-
lecular Biology Laboratory (EMBL) del Centro Nacional de In-
formacion Biotecnoldgica de EUA (NCBI) y del Centro de San-
ger, de los Proyectos de Secuenciacion de los genomas de M.
tuberculosis H37Rv.

Extraccion y purificacion de ADN genémico de colonias
de micobacterias

La extraccion de ADN de colonias micobacterianas se
llevd a cabo utilizando un procedimiento de lisis enzimatica
convencional [2] con algunas modificaciones. Se tom6 una
asada de una colonia micobacteriana, se transfiri6 a un tubo,
se inactivé con calor a 90°C por 1 hora y se someti6 a trata-
miento con etanol a una concentracion final de 70% por 6 ho-
ras para provocar muerte celular [34]. Esta suspension se cen-
trifugd a 14000 rpm por 5 minutos, se descartdé el sobre-

nadante y el sedimento se resuspendié en 500 pyL de Buffer
TE (10 mM Tris-HCI, pH 8, 1mM EDTA, pH 8). Se agregaron
100 pL de lisozima 10mg/mL y se incub6 a 37°C por 1 hora.
Se agregaron 70 pyL de SDS 10% y 10 pL de proteinasa K
10 mg/mL, se incub6 a 65°C por 1 hora. Se hizo extraccion
con 500 pL de cloroformo y se centrifugé a 14.000 rpm por 5
minutos. La fase acuosa se transfirié a otro tubo y el ADN se
precipitd con 500 pyL de isopropanol. EI ADN se resuspendio
en 40 pL de buffer TE. Se utilizé 3 yL de la muestra para ensa-
yos de amplificacion.

Ensayos de amplificacion por RCP

Para las reacciones de amplificacion, se preparé la mez-
cla de reaccién para un volumen final de 50 uL, consistiendo
en 5 yL de buffer Tag DNA polimerasa (Promega), 1,5 mM
MgCl,, 200uM cada desoxirribonucleétido (dATP, dCTP, dGTP
y dTTP), 1 yL de cada oligonucleétido 10 uM (10 pmoles cada
oligonucleétido). Se utilizé 0,25 yL de Tag DNA polimerasa
5U/uL para cada reacciéon (PROMEGA). Se ensayaron tempe-
raturas de alineamiento en el rango de 52°C hasta 60°C para
reacciones de amplificacion con pares de oligonucleétidos indi-
viduales. Finalmente se seleccioné 58°C como temperatura de
alineamiento éptima para la amplificacién con todos los pares
de oligonucleoétidos ensayados. El programa de amplificacion
consistido en un paso de desnaturalizacion inicial de 5 minutos
a 94°C y 30 ciclos de amplificacion de 1 minuto a 94°C, 1 mi-
nuto a 58°C, 1 minuto a 72°C y un paso final de extension a
72°C por 5 minutos. Las reacciones se llevaron a cabo en ter-
mociclador MJ Research PTC-100.

Los productos de RCP se analizaron en geles de agaro-
sa al 1%. La corrida electroforética se llevé a cabo a 40v/cm
por 1-3 horas. Los geles fueron tefiidos y fotografiados con sis-
tema de fotodocumentacion DigiDoc UVP. Se utilizd marcador
de peso molecular PCR markers de PROMEGA (1000, 750,
500, 300, 150 y 50 pb).

Como control negativo de amplificacion se utilizo ADN
genoémico de bacterias Gram negativas (Escherichia coli) y

TABLA |
OLIGONUCLEOTIDOS UTILILIZADOS EN ESTE ESTUDIO / PRIMERS USED IN THIS STUDY
Nombre del oligoNT Secuencia de nucleétidos Gen Tamafio del producto
(Region amplificada) de RCP
RvO577F 5" ATGCCCAAGAGAAGCGAATACAGGCAA 3’ Marco de lectura de funcion
RVO577R 5 CTATTGCTGCGGTGCGGGCTTCAA 3’ desconocida 786pb
Complejo M. tuberculosis
(671949-671164)
Rv1510F 5" GTGCGCTCCACCCAAATAGTTGC 3 Gen ubicado en region RD4
; ; Ausente en M. bovis 1033pb
Rv1510R 5 TGTCGACCTGGGGCACAAATCAGT C 3 (1702610-1701578)
Rv16SrDNAF 5 ACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTC 3’ Gen de rDNA 16S
RV16SIDNAR 5 TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCA 3 Género especifico 543pb

(1472650-1473192)

Los oligonucleoétidos fueron seleccionados de referencia 16 y sintetizados por Maxim Biotech, INC.
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Gram positivas (Staphylococcus aureus), procesadas en para-
lelo con las muestras de micobacterias, permitiendo monito-
rear especificidad y riesgos de contaminacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizé un total de 46 aislados clinicos de micobacte-
rias, incluyendo 36 cepas de M. tuberculosis, 8 de M. bovis'y 2
de M. bovis BCG.

En una primera fase del analisis, el ADN extraido de to-
dos los aislados clinicos se sometieron a una primera ronda de
amplificacion utilizando un ensayo de RCP duplex previamente
estandarizado en el laboratorio que permite identificar cepas
del complejo M. tuberculosis. El ensayo incluye oligonucleoti-
dos género-especificos basados en la secuencia del gen ribo-
somal rDNA 16S que amplifican un segmento de 543 pb en el
genoma de cualquier micobacteria. El otro par de oligonucleé-
tidos esta dirigido al marco de lectura Rv0577, un gen que
esta presente exclusivamente en el genoma del complejo M.
tuberculosis y generan un fragmento de 786 pb (TABLA I).

Consistente con la especificidad de secuencias, al utili-
zar estos oligonucledtidos, se generaron dos bandas de tama-
flos esperados en todos los aislados clinicos analizados
(FIGS. 1y 2), confirmando que son micobacterias (fragmento
de 543 pb) y que todas pertenecen al complejo M. tuberculosis
(fragmento de 786 pb). En el caso de micobacterias no perte-
necientes al complejo M. tuberculosis, solo amplifica la se-
cuencia rDNA 16S (543 pb), identificacion que es realizada de
rutina en el laboratorio, pero no se aislaron micobacterias no
tuberculosas en el presente estudio.

208 AR 516
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750pb
500pb

300pb

7 8 9 10 11 12 13

El mismo patrén de amplificacion se observé en todas
las cepas de crecimiento lento aisladas de pacientes con clini-
ca de tuberculosis. Es importante destacar, que aun cuando se
toman en consideracion datos epidemiolégicos, la decision te-
rapéutica en casos de tuberculosis pulmonar, siempre se incli-
na al tratamiento contra M. tuberculosis. Los antibi6ticos de
primera linea contra M. tuberculosis incluyen: isoniazida, rifam-
picina y pirazinamida, sin embargo M. bovis tiene un patrén de
susceptibilidad diferente y exhibe resistencia natural a pirazi-
namida [19, 26], por lo cual es de gran utilidad aplicar estrate-
gias de identificacion rapidas que garanticen un tratamiento
oportuno y acertado del paciente.

La transmisién zoonoética de M. bovis a humanos se ha
atribuido al contacto directo con animales infectados o el con-
sumo de leche proveniente de estos animales [3, 10, 11, 36].
Adicionalmente en los pacientes infectados por HIV, se ha re-
portado coinfeccién con M. bovis BCG [14] y con M. bovis mul-
tirresistente a drogas [8, 14, 25].

Debido al lento crecimiento de estas micobacterias y a
algunas limitaciones para diferenciarlas por técnicas conven-
cionales, se han evaluado diversas técnicas de identificacion
basadas en caracteristicas genotipicas [20-24, 28, 33, 35], sin
embargo, también se han encontrado obstaculos debido a que
los miembros del complejo M. tuberculosis, a pesar de variar
en su potencial patogénico, localizacion geografica y rango de
hospedador exhiben un alto grado de conservacién de secuen-
cias en sus genomas Yy esta identidad de secuencia es princi-
palmente notable entre M. tuberculosis y M. bovis [9]. Algunos
ensayos para el diagnéstico de tuberculosis estan disponibles
comercialmente, sin embargo presentan algunas desventajas
para propositos de rutina como un mayor costo, técnicas adi-
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FIGURA 1. IDENTIFICACION DE CEPAS DEL COMPLEJO M. tuberculosis CON SECUENCIAS DE RV0577. SE OBSERVA EL
MISMO PATRON DE AMPLIFICACION DE SECUENCIA rDNA 16S Y RV0577. LINEAS: 1,4,8,13,16: M. tuberculosis;
3,7,14,15: M. bovis; 2,10: M. bovis BCG; 5,11,17: CONTROL NEGATIVO (E. coli); 6, 9, 12: CONTROL NEGATIVO (S. aureus).
M: MARCADOR DE PESO MOLECULAR / IDENTIFICATION OF M. tuberculosis COMPLEX STRAINS WITH RV0577 SEQUENCES. THE SAME
AMPLIFICATION PATTERN rDNA 16S AND RV0577 IS OBSERVED. LINES: 1,4,8,13,16: M. tuberculosis; 3,7,14,15: M. bovis; 2,10: M. bovis BCG;
5,11,17: NEGATIVE CONTROL (E. coli); 6,9, 12: NEGATIVE CONTROL (S. aureus). M: MOLECULAR WEIGHT MARKER.
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FIGURA 2. DIFERENCIACION ENTRE ESPECIES M. tuberculosis Y M. bovis CON SECUENCIA RV1510 DE REGION
POLIMORFICA RD4. SE ANALIZARON LAS MISMAS CEPAS DE LA FIGURA 1. LINEAS: 1,4,8,13,16,18: M. tuberculosis;
3,7,14,15: M. bovis; 2, 10: M. bovis BCG; 5,11,17: CONTROL NEGATIVO (E. coli); 6,9, 12: CONTROL NEGATIVO (S. aureus).
M: MARCADOR DE PESO MOLECULAR / DIFFERENTIATION BETWEEN M. tuberculosis and M. bovis SPECIES WITH RV1510 SEQUENCE
OF POLYMORPHIC REGION RD4. THE SAME STRAINS OF FIGURE 1 WERE ANALYZED. LINES: 1,4,8,13,16,18: M. tuberculosis; 3,7,14,15: M. bovis;
2,10: M. bovis BCG; 5,11,17: NEGATIVE CONTROL (E. coli); 6,9,12: NEGATIVE CONTROL (S. aureus). M: MOLECULAR WEIGHT MARKER.

cionales de hibridacién y lo mas importante es que no distin-
guen entre M. tuberculosis y M. bovis [5, 31].

Dado el caracter polimoérfico de las secuencias de las re-
giones RD entre varios miembros del complejo M. tuberculosis
sefialadas por diversos autores [7, 9, 12, 16-18, 22], en este
trabajo se seleccionaron oligonuclettidos dirigidos al gen
Rv1510 localizado internamente en la region de diferenciacion
RD4 del genoma de miembros del complejo M. tuberculosis
[16]. Este locus RD4 esta ausente en M. bovis [7, 12, 22], por
lo cual se sintetizaron oligonucleoétidos dirigidos a Rv1510 y se
incorporaron en un formato de RCP multiple para detectar mi-
cobacterias del complejo M. tuberculosis y simultaneamente
diferenciar entre M. tuberculosis y M. bovis. Para validar el en-
sayo, las mismas muestras de ADN de los aislados clinicos
que resultaron positivas para miembros del complejo M. tuber-
culosis en el analisis anterior (FIG. 1), se analizaron con el en-
sayo de RCP muiltiple, incluyendo los oligonucleétidos para ge-
nes rDNA 16S, Rv0577 y Rv1510.

Confirmando lo reportado en la literatura, en la FIG. 2
puede observarse un amplicén de 1.033 pb correspondiente al
gen Rv1510, exclusivamente en M. tuberculosis, pero no en M.
bovis, ni en M. bovis BCG. La ausencia del fragmento de
1.033 pb revela la identidad de cepas de M. bovis y M. bovis
BCG. Igualmente, la presencia del amplicén de 786 pb en to-
dos los aislados clinicos (FIGS. 1 y 2), demuestra la utilidad
del par de oligonucleétidos de Rv0577 para detectar cepas del
complejo M. tuberculosis. Este fragmento de 786 pb tanto en
las reacciones de RCP duplex, como multiple, fue consistente-
mente mas débil que las otras bandas a pesar de numerosos
intentos de estandarizacioén, incluyendo varias temperaturas
de alineamiento e incremento en la concentracion de oligonu-
cledtidos.
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La identificacion diferencial entre M. tuberculosis y M.
bovis se correlaciond 100% con los resultados obtenidos por
técnicas fenotipicas y analisis bioquimicos convencionales, sin
embargo, se requieren pruebas genotipicas adicionales para
lograr la identificacion entre M. bovis 'y M. bovis BCG. En estos
casos, se debe tomar en cuenta aspectos epidemiolégicos, de-
bido a que el aislamiento de M. bovis fue predominantemente
asociado a personas que laboran o viven en regiones de inten-
sa actividad agropecuaria. Una de las cepas de M. bovis BCG
fue aislada recientemente de una nifia que desarroll6 infeccion
posterior a la aplicacion del protocolo de inmunizacion, lo cual
condujo a investigar y determinar que padecia un estado de in-
munosupresion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la aplicacion de
estos ensayos en formatos duplex o multiple representan una
estrategia de diagnéstico rapida y especifica para la detecciéon
de micobacterias y diferenciacion entre especies M. tuberculo-
sis y M. bovis, brindando beneficios invalorables al paciente al
orientar un protocolo terapéutico eficaz y oportuno.

CONCLUSIONES

En este trabajo se demostrd la especificidad de un ensa-
yo de RCP en formato multiple para identificar micobacterias
del complejo M. tuberculosis y discriminar entre especies M.
tuberculosis y M. bovis (incluyendo M. bovis BCG) en una uni-
ca reaccion de amplificacion.

Los resultados de este estudio permiten proponer la apli-
cacion de este protocolo de RCP para la identificacion diferen-
cial de cepas de M. tuberculosis, M. bovis'y M. bovis BCG en
muestras clinicas y también para ser incorporado en esque-
mas de control de calidad de productos lacteos y carnicos de



animales con sospechas de infeccion y estudios a gran escala
de transmisién zoondtica de M. bovis en poblaciones vulnera-
bles.
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