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1.0. RESUMEN

La Tuberculosis, es una enfermedad infecciosa de distribucion mundial, y es la
primer causa de muerte debido a un solo agente infeccioso en la mayoria de ios
aduitos en el mundo, esta enfermedad es producida en humanos por el M.
tuberculosis y en bovinos asi como en otros mamiferos por el M. bovis. El género
Mycobacterium esta formado por bacterias de forma bacilar dificil de colorear, pero
ya que se tifien resisten la decoloracion por los écidos o por el alcohol, por lo que
reciben el nombre de “bacilos alcohol &cido resistentes” (BAAR). El género
comprende a organismos patdgenos obligados como al M. tuberculosis y M. bovis
que causan enfermedades cronicas con lesiones del tipo granulomatoso. Los
Objetives  del presente trabajo fueron los de evaluar la eficacia diagnéstica de
tuberculosis por M. bovis mediante la conjuncidn de las pruebas de tuberculina en el
pliegue caudal, el estudio histolégico en bovinos sin antecedentes previos a este
padecimiento y el estudio bacterioldgico en cultivo Stonebrink y su certificacion por
pruebas bioquimicas y por Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR). Las
pruebas de tuberculina e histopatoldgica en su conjunto presentaron una sensibilidad
del 89% y una especificidad del 98%, mientras que la prevalencia obtenida fue del
0.12. Los corrimientos de PCR realizados en 60 muestras, 55 de ellos presentaron
un producto de 270 pbs por lo que se les califico como positivos, y en los 5 restantes
no y se consideraron negativos, obteniéndose una frecuencia de 92% y de 8%
respectivamente. El analisis estadistico utilizande X? demostrd una asociacion
significativa entre la prueba de tuberculina y el estudio histoldgico de las muestras
(p>0.05), sin embargo, no hubo asociacion estadistica entre la pfueba de
intradermorreacién caudal © de tuberculina y Ila de PCR (p<0.05).




2.0. INTRODUCCION

2.1, Antecédentes:

La tuberculosis, es una de las enfermedades infecciosas con mayor
distribucion mundial, es la primer causa de muerte debido a un so6lo agente
infeccioso, Mycobacterium tuberculosis es la causa mas comun de tuberculosis en

humanos, pero una proporcion de casos desconocida es debido a M. bovis (13).

Cuando Roberto Koch descubrié el bacilo de la tuberculosis en el afio de
1882, pensd que la tuberculosis bovina y humana era causada por el mismo
organismo, declarando que “una de las vias de transmision, y ciertamente la mas
importante, es la inhalacién de aeroscles con el bacilo tuberculoso; otro es la
tuberculosis en animales domésticos, principalmente en los bovinos.” Esta
aseveracion provocd un incremento en el interés de la prevencion de la infeccidn por
medio de la inspeccion de carnes y fratamientos por calor (pasteurizacion) de la
leche, y varios articulos fueron escritos al respecto, ademas, diversas
consideraciones fueron hechas para la posibilidad de la eliminacién de las vias de
transmisién de la enfermedad, principalmente por Bang en Dinamarca y Von
Ostertag en Alemania. Posteriormente, Koch cambia su opinidn después de
detalladas descripciones de peguerias, pero importantes diferencias entre el bacilo

de origen humano y el bovino (13).
2.2. Caracteristicas del microorganismo:

La nomenclatura de los agentes causales de tuberculosis en humanos y
mamiferos, a seguido un camino de confusion, por mas de un sigio hasta nuestros
dias, tomando como base las caracteristicas bacteriolégicas de las bacterias para su
diferenciacion en 1970 se propuso la separacidon taxonomonica de los agentes
causales del padecimiento en humanos al Mycobacterium tuberculoso y en los

bovinos y algunos mamiferos al complejo del Mycobacterium bovis que incluye al




BCG y al M. africanum (14, 17), sin embargo qtra propuesta taxondémica a partir de la
tipificacion molecular remplazaria esta ultima clasificacion y alteraria la definicion de
M. bovis y otras cepas, denominando por lo tanto un solo complejo el del
Mycobacterium tuberculosis que incluiria al M. tuberculosis clasica, a su variacion
asidtica, M. africanum tipo | y il, al M. bovis clasico y al BCG (14).

Las especies del género Mycobacterium son de forma bacilar y dificil de
colorear, pero ya que se tifien resisten la decoloracion por los acidos o por el alcohoal,
por lo que reciben el nombre de “bacilos alcohol acido resistentes” (BAAR). Ademas
de muchas formas saprofitas, el grupo comprende a organismos patbégenos como el
M. tuberculosis y M. bovis que causan enfermedades crdnicas con lesiones del tipo
granulomatoso. E} M. bovis se presenta en forma de bacilos rectos y delgados,
midiendo entre 0.2-0.6 um de ancho y 1.0-10 um de largo, es un bacilo
relativamente corto cuando se observa en frotis de tejidos y moderadamente iargo,
delgado y formando cordones en preparaciones de medios de cultivo (18, 31, 35).

Las paredes de dichos bacilos pueden inducir hipersensibilidad retardada
principaimente en animales previamente sensibilizados, ya que su contenido de
lipidos de cerca del 60% del peso total de la pared, es responsable de propiedades
como la acido resistencia, hidrofobicidad en medio liquido, crecimiento lento,
resistencia a desinfectantes, y a la desecacion. Las fracciones de fosfatidos que
contiene son capaces de inducir respuestas granulomatosas y necrosis caseificantes,
intervienen directamente en la virulencia y en la respuesta inmune a la infeccion,
aseguran la supervivencia del microorganismo y garantizan su fagocitosis por los
neutrofilos y macréfagos, posee propiedades leucotdxicas e inhibe el quimiotaxis de
leucocitos, afecta al reticulo endoplasmico rugoso provocando dafio mitocondrial a la
célula (18, 31, 35).

Los 4cidos grasos que constituyen parte de la envoltura celular son
clasificados como; saturados normales, insaturados, con cadenas ramificadas,

micdlicos, entre los que se encuentra el 6,6-dimicolato de trehalosa o factor de




cordon, este se localiza en la capa externa de la pared bacteriana, otros éci_dos
grasos que posee son la cera D, los aciloaminoacidos, e! ftiocerol, como el
dimicosato de ftiocerol, el cual tiene un papel basico en la proteccion bacteriana, [0s
fosfolipidos y sulfatidos, de estos dos grupos destacan el difosfatidil glicerol o
cardiolipina y el fosfatidil inositol mandsidico, el cual impide la digestién de las
micobacterias dentro del macréfago. Los polisacaridos que muestran una capacidad
antigénica son el D-arabino-D-galactano, el D-arabino-D-manano y D-glucano los
cuales son componentes de la pared celular, las proteinas que presenta esta
estructura tienen un papel mas importante como inmunogenicos, destacando los

siguientes antigenos; 5, 6 a y b, y la proteina MPB70 (10,31, 35).
2.3. Inmunoclogia y Patogénia:

Las micobacterias son capaces de inducir en el organismo afectado
respuestas inmunes humorales y celulares, los antigenos que las producen son del
tipo soluble, principaimente de origen citoplasmatico, los que se clasifican en cuatro
grupos; 1) Antigenos comunes a todas las micobacterias y géneros bacterianos
afines: 2) Antigenos restringidos a las micobacterias de crecimiento lento; 3)
Antigenos presentes en micobacterias de crecimiento rapido y en los géneros de
Nocardia y Corynebacterium; 4) Antigenos especificos de especie. La funcién de
cada componente de la pared celular en la patogénesis todavia no se ha definido, la
pared celular esta compuesta de ftres moléculas covalentes adheridas,
peptidoglicano, arabinoglicano y acido micélico (31,35).

Complejos de glicolipidos y lipidos en la pared del bacilo de la tuberculosis, y
otros componentes de |la pared celular de especies de Mycobacterium virulentas o
atenuadas, intervienen en la formacion del granuloma. La trehalosa —6,6'dimicolato
inhibe la quimiotaxis, induce la desintegracion del reticulo endoplasmico rugoso y la
separacion de los ribosomas de las células. Ademas de ser leucotoxicos, los
glicolipidos  que contienen sulfuros promueven la supervivencia de los bacilos

virulentos dentro de los macrdéfagos inhibiendo la formacidén de fago-lisosomas y




evitan la exposicion de enzimas hidroliticas presentes en el lisosoma. Los suifolipidos
inducen también cambios en la funcion fagocitica de la célula ocasionando una
disminucién en la habilidad de los fagocitos para responder eficientemente contra el
M. bovis (31,35).

E! ganado bovino se infecta con mas frecuencia por via aerdgena que por la
via digestiva (12,31), considerandose que cerca del 90% de los bovinos afectados
por tuberculosis fueron por la via respiratoria. El bacilo es cominmente excretado en
la atmosfera por los aerosoles de secreciones puimonares de animales gue sufren la
tuberculosis pulmonar, las gotitas de aerosol se secan rapidamente, dejando los
ndcleos de las mismas, algunos conteniendo bacilos, las gotés grandes caen al
suelo, pero aquellas que se encuentran en un rango de 1 a 10 um permanecen
flotando en el aire por un periodo considerable de tiempo, dependiendo de las
condiciones ambientales, el ndcleo de la gota de los aerosoles del rango antes
mencionado al ser inhalado puede alcanzar los bronquios terminales y alvéolos
considerando que su tamafio es de 20 um cuando es inhalado, las particulas
mayores a las 10um son atrapadas en €l aparato respiratorio superior por la accion
combinada de distintas barreras mecanicas, como en el caso de los cilios epiteliales,
el cual en cooperacién con el moco que tapiza todo el arbol bronquial, impide el
ingreso de los bacilos (10, 31, 38, 39).

Al diseminarse en el organismo, el Mycobacterium bovis a partir de una
primoinfeccién, puede ocasionar enfermedad en cualquier tipo de tejido del bovino,
pero con especial predileccién por el tejido pulmonar ya que hay una relacion directa
de requerimiento de oxigeno molecular para su crecimiento, ademas de que la
multiplicacién de los organismos en tejido pulmonar es mas rapido que en otros
tejidos, cuando hay un nimero significativo de bacilos aparece un proceso exudativo
celular inflamatorio (10, 31, 38, 39). |

La destruccion celular y la necrosis son bastante reducidas, a lesién elemental

consiste en una pequefia zona de material necrético que contiene microorganismos




vivos y muertos, en esta ubicacion inicial y debida a la incapacidad para detener |la
infeccién, las micobacterias fagocitadas por los macréfagos en los alvéolos son
drenadas hasta los noduios linfaticos mediastinales y toracicos, donde se
desarrollara la adenopatia y la lesidn satélite adoptara la misma caracteristica que la
desarrollada en el pulmén (10, 31, 38, 39).

~ Paralelamente a este proceso, una vez transcurridos de 10 a 15 dias desde la
infeccion, se produce un fenémeno de hipersensibilidad de tipo IV, los macrofagos
que eran incapaces de destruir a los bacilos, experimentan transformaciones tanto
funcionales como morfoldgicas evolucionando hasta células epitelicides y de

Langhans, siendo entonces capaces de producir una intensa accién fagocitica e
hidrolitica (10, 31, 38, 39). '

Esta respuesta inmune es mediada por los linfocitos que al liberar las
linfocinas, atraen, inmovilizan y activan a las células mononucleares en los lugares
donde se encuentran las micobacterias o sus productos, mediante la liberacién del
“Factor Quimiotactico de Macréfagos” (MCF), el “Factor Inhibidor de Migracion”
(MIF), y el “Factor Mitégeno” (MF), los cuales determinan la infiltracidn, activacion y
division celular respectivamente (10, 31, 38, 39).

Dando como resultado la formacion del granuloma, que una vez desarrollado
estara formado por una zona necroética central con o sin presencia de caseificacion,
rodeada por células epitelioides alternadas con células gigantes, rodeados a su vez
por linfocitos asi como de un importante encapsulamiento conectivo, formando asi la
estructura tipica nodulogranulomatosa de la tuberculosis, la cual alcanza un tamano
macroscopico distintivo y se le llama tubérculo (10, 31, 38, 39).

2.4. Epidemiologia:




Los humanos son infectados por ios animales, especialmente los bovinos,
pero también por ofros animales domésticos por medio de los productos de leche y

carne, incluyendo en ellos a las cabras, venados, bufalos, ovejas y camellos (6, 21).

En paises donde la tuberculosis bovina no esta controlada, la mayoria de los
casos de tuberculosis en humanos, ocurren en personas jovenes y es el resultado de
beber o manipular leche contaminada; linfadenopatias cervicales, lesiones
intestinales, tuberc_ulosis epitelial cronica y otras formas no pulmonares son

particularmente comunes (6, 21).

Poco se sabe de la frecuencia por la cual M. bovis causa tuberculosis no
pulmonar en las naciones en desarrollo, esto se debe a las limitaciones de los

laboratorios para cultivar y tipificar al bacilo de la tuberculosis (6, 13).

En estudios de informacién sanitaria de los afios de 1935 a 1945, efectuados
en Suecia buscando la relacion entre la tuberculosis animal y la tuberculosis humana,
vinculando la infeccidn animal con la morbilidad y mortalidad humanas, la correlacion
con la mortalidad fue negativa y altamente significativa, o sea condados con pocé
tuberculosis animal tenian una mortalidad humana elevada (34).

Se ha encontrado que el nivel del riesgo de infeccion en el hombre estaba
relacionado con la prevalencia de infeccion tuberculosa en el ganado por TB bovinag,
variando desde 3.4 % en 1935, a los 15 afios de edad, en condados con menos del 2
% de ganado infectado hasta el 5.8% en condados con el 20% de bovinos afectados
0 aun mas, sin embargo, la tendencia descendente del riesgo de infeccion en el
tiempo no se [e encontré asociada con la prevalencia de la infeccion en el hombre.
Cuando se tomaron en cuenta en los condados las variaciones de factores
ambientales de Ia‘capital, zonas urbanas y zonas superpobladas, se observo una
correlacion fuertemente positiva entre fa prevalencia del ganado infectado y el riesgo
de la infeccién tuberculosa en el hombre, pero las correlaciones con la morbilidad y

mortalidad tuberculosas, aunque-negativas, eran mas débiles (34).




La proporcién de casos de la enfermedad en humanos causada por M. bovis
presenta considerables variaciones regionales las que dependen de la presencia y
extensién de la enfermedad en {a poblacién bovina, la situacién econdémica y social,
la higiene de los alimentos y la aplicacion de medidas preventivas. En los Estados
Unidos sélo el 0.1% de la tuberculosis humana es debido a M. bovis, un nivel similar
al de otros paises donde la tuberculosis bovina a sido virtualmente erradicada, pero
la proporcidn se incrementa hasta un 3% cerca de la frontera con México donde ios

casos del padecimiento en los bovinos continua ampliamente distribuido (21).

En general, la incidencia de infeccién por M. bovis en humanos es alta en
areas rurales donde los hatos bovinos estan infectados. Investigaciones de
veterinarios trabajando con hatos que presentan aitos niveles de positividad a la
tuberculina 45.4% y tuberculosis publica 4.1%, las diferencias en ia presentacion
clinica de la enfermedad en humanos debido a M. bovis esta relacionada a ia ruta de
transmision por los animales, la cual puede ser por exposicion directa, ©

indirectamente por ingestion de leche contaminada o productos carnicos (21).

En regiones donde la TB bovina fue hace mucho eliminada, unos pocos casos
residuales ocurrieron en su mayoria en personas como resultado de la reactivacion
de lesiones défmicas, estos fueron' poco mencs del 1% de todos los casos, la
vigilancia sanitaria en los Estados Unidos, Scandinavia y el Sur de Inglaterra
detectaron aproximadamente a la mitad de estos casos de infeccidn postprimaria los
que tuvieron presentacion pulmonar, una cuarta parte de ellos involucro el tracto
gastrointestinal y el resto a sitios no pulmonares, principalmente nodulos linfaticos,
en algunas regiones, aproximadamente el 10% de los casos causados por M.

tuberculosis presentan lesiones extrapulmonares (8).

La informacion de la enfermedad en humanos debido a M. bovis en paises
desarrollados y en vias de desarrolio es escasa, de la revision de un numero de

estudios de casos de zoonosis de tuberculosis, publicados entre 1954 a 1970 y




obtenidos en varios paises alrededor del mundo, se estimé que la proporcion de
casos humanos debido a M. bovis fue del 3.1% de todas las formas de tuberculosis:

2.1% de las formas puimonares y 9.4% de las formas extrapulmonares (6).

En 1995, 3.3 millones de casos fueron reportados al Programa Global de
Tuberculosis de la Organizacién Mundial de la Salud, donde el nimero fue mayor a
los 8.8 millones. De los casos reportados, el 62% ocurrié en el Sureste Asiatico y en
las regiones del Pacifico Occidental, el 16% en el sur del Sahara Africano, y del 7 al
8% en las regiones de América, Mediterraneo Oriental y Europa, en diversos paises,
especialmente aquellos con escasos recursos, presentan limitaciones para reportar
todos los casos de tubercuiosis, debido a dificultades en la identificacion de los casos
sospechosos, al establecimiento de un diagndstico certero vy a la notificacién de los
mismos (5).

La Organizacién Mundial de 1a Salud {OMS) estima que la incidencia mundial
de tuberculosis se incrementara hasta 10.2 millones de casos para el presente afio,
un incremento del 36% con respecto a 1990. El Sureste Asidtico, las regiones del
Pacifico Occidental y el sur del Sahara Africano contaron con el 81% de los casos,
de 1990 a 1999 debido a la ausencia de controles efectivos, la incidencia mundial y
las mLxertes alcanzaron los 88 millones y 30 millones respectivamente, el 70% de los
casos nuevos ocurrid en pacientes de entre 15 a 52 afios de edad, el segmento de la

poblacion mas productiva econdmicamente ().

Para el aflo 2000, se ha estimado qué 3.5 millones de personas moriran por
tuberculosis anualmente, representando un incremento del 39% con respecto a 1990,
sélo en el Sureste Asidtico, se estima que ocurriran 1.4 millones de muertes cada
afio (5) |

La situacion de la tuberculosis en la poblacién de bovinos en 37 paises de

América Latina y el Caribe se presenta en la tabla 1 (45)




Tabla 1. Distribucion de TB bovma en América y el Caribe.

Sub Reglon oPais Paises . |Poblacién bovina (en mlles)
ST [No.[*No. Libres [Total [Libreo (%
| Total |(%) muy baja |

o muy baja prevalencia

| prevalencia | ;
EI Caribe 17 15""‘ (88.2) | 9139 5449 59.6)
Amenca g 52 (71 4) OERT T R (692)
i.Central |
EAmérica del[ 12 [ 4% | (33.3) [270000 44485 :;(16.5)2
Total | 37 [24 | (649) |321750| 83563  (26.0)

Menos del 0.5% de reactores en los bovinos tuberculinizados

** Bovinos de Carne en los estados del norte de México.

' Antigua, Bahamas, Barbados, Bermudas, Islas Virgenes Britanicas, Cuba, Dominicana, Granada, Guadalupe,
Jamaica, Montserrat, Santa Lucia, San Vicente, Granadinas y Trinidad y Tobago.

2 Belice, Costa Rica, Honduras, Nicaragua y Panama.

3 Colombia, Surinam, Uruguay y Venezueia.

México tiene 26.3 millones de cabezas de ganado de carne, 2.2 millones de
doble propésito y 925 000 cabezas de bovinos especializados en la produccién de
leche, con un total de 7 250 millones de litros de leche producidos én 1993, donde el
41% del total fue vendido a través de canales informales (leche bronca), sélo el 20%
fue pasteurizada y el 39% restante fue convertido en productos lacteos, a pesar de
esto, México presenta un déficit de 12 millones de litros de leche por dia, con la

consecuente importacion de leche a un alto costo de 371 millones de ddlares en
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1992. La industria de la ganaderia estabulada representa para el pais, el 33% de la

produccion agropecuaria nacional y el 2.5% del producto nacional bruto (45).

La exportacion de bovinos representa un ingreso de 450 millones de ddlares,
en donde la presencia de tuberculosis bovina tendria diferentes consecuencias,
principalmente para los estados exportadores, por lo que la tuberculosis bovina
puede provocar una disminucién en la produccion animal superior al 17%. Sin
embargo, las perdidas serian mas significantes en los términos de perdida de peso
de los animales y en la produccion de carne y leche, el consumidor en el pais
deberia de hervir la leche antes de su consumo, desafortunadamente, el consumo en
la poblacién humana de quesos frescos es muy comun, durante ios afios de 1991 y
1992, 15,210 casos de tuberculosis humana fueron reportados y es posible gue la
cifra real fuera mayor del 30%, se ha estimado qué del 5% al 8% de los casos de
tuberculosis humana son debido a M. bovis y el resto a M. tuberculosis (45).

En México, la campania nacional para la erradicacion de la tuberculosis bovina
se inicié en 1971. Durante 1971 a 1994, la vigilancia de TB en ganado bovino se
llevé a cabo principalmente mediante [a aplicacion de la prueba de
intradermoreaccion {tuberculinizacién) utifizando como antigeno el derivado proteico
purificado bovino (PPD bovino) e inspeccion post mortem en rastros, en ese
periodo, sin embargo, los laboratorios veterinarios en los estados de la Republica
Méxicana no estaban preparados para lievar a cabo el diagnéstico de M. bovis, la
falta de instalaciones de bioseguridad y presupuesto restringido fueron atgunos
factores que limitaron el diagndstico por los laboratorios de salud animal de la TB
bovina como un procedimiento de rutina (42).

La exportacion de novillos en pie a Estados Unidos por México, a preocupado
a las autoridades de salud en ambas naciones, y se ha enfatizado a partir de! afio de
1982 cuando el porcentaje de casos de TB detectado en rastros en el primero de los
paises citados, asociados al ganado bovino de origen mexicano y se incrementd de

32% en 1978 a 96% en 1982. El estado de Texas es el mercado de exportacion
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principal de ganado bovino de México, desde 1990, mas de un millén de cabezas de
dichos animales han sido exportadas anuaimente al citado pais,‘ de las cuaies el 80%
tienen como destino final este estado (42).

Durante 1992 y 1993 el costo del programa de erradicacion fue de 15 millones
_de ddlares; sin embargo, durante el mismo periodo 1.3 millones de cabezas fueron

exportadasbon un valor de 578 millones de délares, esto representd el noveno lugar
de las exportaciones no petroleras (45).

A excepcion de algunos estados del norte de la republica, Meéxico es
considerado por la OMS como un pais endémico de tuberculosis, con una
prevalencia superior al 0.5%, lo que implica un riesgo aito de animales enfermos si
se considera que |la poblacién bovina productora de leche y de doble propdsito es de
aproximadamente de 3 millones de cabezas (45). Las pérdidas econdmicas
ocasionadas por la tuberculosis son muy altas, ya que tan sdlo en cuanto a la
produccion de leche en el afio de 1993 fueron de 73'214,641 N$, en la produccion de
carne 33'592,420 N$ y por decomiso de canal fue de 24'231,683 N$ (40).

La Comision Mexicana para el Control y Erradicacion de la Tuberculosis
bovina y Brucelosis bovina fue establecida en septiembré de 1993 y principalmente
opera en fos estados del norte fronterizos con Estados Unidos, en México a partir de
ese afo se adoptd un sistema nacional de identificacion animal mediante el uso de
un arete azul con una serie numérica que identifica el estado de origen en ganado
bovino exportado a los Estados Unidos. Ademas, autoridades sanitarias de ambos
paises prohibieron la exportacion de ganado Holstein al vecino pais del norte, porque
aproximadamente el 67% de los animales importados e infectados eran de la raza
antes citada. Desde 1992, la prevalencia de TB por cada 1,000 animales importados
en el mencionado pais ha bajado significativamente desde 0.5 en 1992 a 0.1 en
1996, en Texas, el numero de casos de TB en novillos gordos ha disminuido desde
347 casos en 1993 a 112 en 1996 (42).
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En México durante 1994, se realizaron 2.4 millones de pruebas de tuberculina
y 4,259 (0.17%) se encontraron positivos a la misma, la prevalencia de tuberculosis
bovina fue de 0.5% (148,196 cabezas muestreadas), de acuerdo al mismo reporte,
de todos los bovinos sacrificados con lesiones de tuberculosis encontradas en
rastros de Estados Unidos, el porcentaje de bovinos de origen mexicano fue de 62%
en 1989, 66% en 1990, 77% en 1991, 81% en 1992, 84% en 1993 y el 57% en 1994,
ademas en este UGltimo afo, 1,848 explotaciones fueron declaradas libres de
tuberculosis bovina, con un total de 468,293 cabezas de ganado, lo que represento
un incremento del 452% en explotaciones certificadas con respecto al afio de 1993
(42, 45).

Una véz qué el gobierno mexicano cred la Comisidon Nacional para la
Erradicacion de Tuberculosis Bovina y Brucelosis, inicié |a integracion de laboratorios
regionales dirigidos al diagnéstico de ambas enfermedades en Sonora, Durango,
Nuevo Ledn, Jalisco, Yucatan y Baja California. En este dltimo estado, en 1995 se
efectud un estudio de deteccién de lesiones tuberculosas en los bovinos sacrificados
en 5 rastros que contaban con inspeccién federal @ municipal en el estado, del cual,
un total de 335 bovinos lecheros y 170 bovinos de carne fueron detectados con
lesiones tuberculosas durante el examen post mortem, la proporcion de TB bovina
fue significativamente mayor en ganado lechero que en ganado de carne; 202
(2.02%) de 10,000 bovinos lecheros vy 46 (0.02%) de 190,000 bovinos de carne
fueron clasificados positivos a tuberculosis, dichos casos fueron detectados mas
frecuentemente en nddulos linfaticos de la cabeza en ganado lechero (62%) y
ganado de carne (49%) (20).

La prevalencia de casos de TB bovina por envio de muestras para su
diagndstico en laboratorio se incremento de 49% en 1995 a 76% en 1996 por lo que
la tasa de envios de muestras con lesiones granulomatosas (rastro-laboratorio) fue
2.4 veces mayor en 1996 que en 1985 (16, 20).
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En 1996 un total de 65,233 animales fueron exportados al estado de Texas y
examinados en rastro para la deteccion de lesiones granulomatosas y diagnéstico de
M. bovis, la prevalencia encontrada en estos bovinos fue de 0.5 por 1000 (42).

En ese mismo afio (1996), en Jalisco se diagnosticaron un total de 61 bovinos
positivos a tuberculosis bovina, ocupando un primer lugar a escala nacional en la

emisién de dicho diagndstico, el cual fue compartido con el estado de Sinaloa (32).

En México el esfuerzo para controlar y erradicar la tuberculosis bovina se
basan en l|la prueba de intradermorreaccion 6 de tuberculina, esta prueba se
caracteriza por tener una alta especificidad y una baja sensibilidad, dicha prueba
tiene como limitante el no poder detectar animales positivos si se encuentran con
afecciones que causen inmunosupresién o si el ndmero de linfocitos capacitados
contra la infeccidn por M. bovis son escasos, lo que ocasiona una anergia,
obteniéndose por lo tanto diagnésticos negativos a la interpretacién de la prueba
(21).

La sensibilidad y especificidad de las pruebas de tubercuiina reconocidas por.

la OMS se puede apreciar en la tabla 2 (45).

Tabla 2. Sensibilidad y Especificidad de las pruebas de

Tuberculina
| '5'SENSIBI'LIDAD 'ESPECIFICIDAD |
xCERVICAL SIMPLE | \ 0.86 - 0.96 TT070-076
COMPARATIVA [ 0.72-0.78  092-0.99
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Los animales positivos a la prueba de intradermorreaccién son enviados a
sacrificio y en el rastro se confirma el diagndstico mediante la identificacién de las
lesiones anatomopatoldgicas caracteristicas de TB bovina, la cual resulta en
ocasiones ser una medida poco efectiva. En Australia, en 1990, con un promedio de
20 a 22 canales de bovinos sacrificados e inspeccionados por hora, se revisaron un
total de 245 canales, y se encontraron con que el 8.9% de ellas fueron positivas por
presentar lesiones microscopicas sugerentes a TB bovina, al hacer un muestreo a la
totalidad de las canales inspeccionadas (245) y confirmarse el diagnédstico en el
laboratorio por medio de la histopatologia se obtuvo un 47% de bovinos con lesiones
tuberculosas microscopicas que no fueron detectadas por el inspector en el rastro (4,
41),

En nuestro pais no hay antecedentes similares que puedan probar la eficacia
del diagndstico de tuberculosis post-mortem en los rastros de bovinos, pero el
nuimero de bovinos que son sacrificados y al ser inspeccionados por el medico
veterinario en el mismo lapso de tiempo anteriormente mencionado es mucho mas
elevado, lo que puede ocasionar una mayor deficiencia en el diagndstico en la canal

de |a tuberculosis bovina en animales de abasto.
2.5. Diagnostico y Control:

En los esfuerzos por controlar el padecimiento, se a utilizado incluso los
recursos de la medicina natural, estudios de la capacidad antimicobacteriana de los
compuestos de la planta Oplopanax horridus, presentaron actividad contra M.
tuberculosis y M. avium resistentes a isoniacida usando un disco de difusidn “in vitro”.
Se encontré que el extracto metabdlico MeOH, el CH,Cl, y todos los compuestos
aislados fueron activos en concentraciones de 10pg/disco, pero sola dos compuestos
de ellos fueron capaces de inhibir el crecimiento del Mycobacterium en discos con
concentraciones de 20ug /disco (15). Sin embargo, futuras complicaciones se
presentaran en el esfuerzo por controlar la emergencia de la amplia distribuciéon de

tuberculosis resistente a multiples drogas (MDRTB), especialmente en el escenario




15

institucional, recientes brotes de MDRTB se caracterizan por niveles de mortalidad

del 50 al 80% y con periodos de solo 4-16 semanas del diagndstico a la muerte (33).

En un estudio efectuado en 68 cepas de Mycobacterium tuberculosis de
Estados Unidos, Corea y México se obtuvo el siguiente resultado; los mecanismos
moleculares de resistencia a la estreptomicinag, rifampicina y isoniacida en 53
aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis fueron examinadas, 25 de 44
cepas resistentes a estreptomicina tuvieron mutaciones en el gen rpsL y 5 de estos
tuvieron alteraciones en el gen rrs, la region del gen rpoB, el cual esta asociado con
la resistencia a la rifampicina, fue alterado en 28 de 29 cepas resistentes a dicha
droga. Mutaciones en marcadores genéticos de resistencia a isoniacida fueron
detectadas en 25 de 42 aislamientos resistentes a isoniacida; 20 cepas tuvieron
alteraciones en el gen katG y 5 tuvieron alteraciones en el operon inhA, de las 20
cepas multiresistentes con sensibilidad reducida a estreptomicina, rifampicina y
isoniacida, 11 tuvieron mutaciones en marcadores asociados con resistencia a cada
uno de estas tres drogas (33).

Ante el problema de tener un adecuado diagnostico de TB bovina en el animal

en pie en las explotaciones pecuarias, asi como en el rastro y evitar o disminuir el

riesgo existente de contaminacion de la citada enfermedad en las poblaciones

animales antes mencionados y en los alimentos producidos o obtenidos de eilos, los
cuales implicarian un potencial mecanismo de diseminacion a la pablacién humana,
se ha desarrollado una gran cantidad de pruebas para su diagndstico, desde la
clasica prueba de tuberculina, que en los bovinos es facil de aplicar en gran escala
en animales estabulados, pero con el inconveniente de tener un amplio intervalo de
sensibilidad y especificidad, nuevas pruebas diagnosticas se han desarrollado. Sin

embargo, esta simple y clasica prueba continua siendo de primera eleccion (44).

Otro método diagndstico de eleccion es la inspeccion post-mortem; la

confirmacién del diagnéstico es por medio de un cultivo bacterioldgico y pruebas

bioguimicas, considerando el hecho de que el mencionado cultivo es altamente
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espéciﬁco, pero en la mayoria de los casos es realizado después de que el animal
fue sacrificado, el bacterioldgico necesita de medios de cultivo especificos para el
crecimiento de dichas bacterias, asi como de personal especializado y adecuadas
condiciones de laboratorio, su desventaja principal es |la gran cantidad de tiempo que

requiere para su aislamiento e identificacion (44).

Las prueba de proliferacién de linfocitos, las cuales no son usadas como de
rutina para el diagnéstico ya que necesitan mucho tiempo con complicados
procedimientos logisticos y laboratoriales (44).

Las pruebas serologicas como es el ensayo inmuno enzimatico (ELISA), esta
prueba parece ser mas bien un complemento que una alternativa ya que esta basada
en la inmunidad celular, pero puede ser muy util en bovinos anérgicos, sin embargo

su sensibilidad y especificidad necesitan ser probadas (44).

La prueba de interferon gama, mide la liberacidén de linfocinas en medios de
sangre completa, la ventaja sobre las pruebas epiteliales es que el animal sdlo
necesita ser muestreada una vez, pero su desventaja principal es su alto costo y el
hecho de que las muestras deben ser procesadas antes de las ocho horas de su
coleccién (44).

Los métodos de biologia molecular para la deteccion de secuencias blanco de
DNA especificas como lo es la prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), estas pueden ser usada para detectar ¢ diferenciar especies del género
Mycobacterium. La prueba de polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP)
puede ser una herramienta epidemialogica muy util en los estudios de transmisién de
M. tuberculosis y M. bovis entre animales y humanos, sin embargo la importancia de
estas pruebas de PCR y RFLP, es su capacidad de diferenciar entre las cepas del
complejo M. tuberculosis, por lo que se reconoce la importancia de la contribucion de
las técnicas moleculares en los estudios epidemiolagicos y de investigacion de las

rutas de infeccion (44).
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La técnica de PCR puede ser eficientemente aplicada para el diagnostico de
tuberculosis, la aplicacion rutinaria de la PCR requiere que la secuencia blanco sea

altamente especifica para el microorganismo y que este presente en todas las cepas
aisladas. (43).

Las pruebas de PCR se basa en la deteccion de secuencias especificas del
acido desoxiribonucleico (ADN), en 1953, Watson y Crick describieron la estructura
del ADN y el 'papel de esta molécula en contener la informacién de la reproduccion y
funcién celular, este compuesto esta formado por cuatro nucledtidos repetidos
(aigunas veces llamados bases de nucledtidos o simplemente bases); adenina,
guanina, citosina y timina, tiene una forma de doble hélice o doble banda (dsDNA)
compuesto de dos bandas unidas por enlaces hidrogenados que pueden romperse
por calor o por pH altos. Las bandas sencillas de este acido desoxiribonucieico
(ssDNA) son relativamente estables, pero su remocién puede efectuarse por calor o
por pH extremo, {a molécula de ADN se realinea en la configuracion de doble banda,
cuando ssDNA estan de forma diferente, el proceso de realineacién es llamada
- hibridacion (43).

En 1983, un procedimiento simple de amplificar, o incrementar, el nimero de
fragmentos de acidos nucleicos especificos presentes en una muestra fue
desarrollado por Mullis. En 1989 este proceso fue considerado como el “mayor
desarrolio cientifico” del afio, este proceso fue llamado como Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR), en pocos afios y después de algunos refinamientos, la PCR
vino a ser el método mas frecuentemente usado para la amplificacién de acidos
nucleicos, especialmente DNA (43).

La técnica de PCR esta basado en la reiteracién de un proceso de tres pasos;
desnaturalizacion en una banda de DNA, iniciadores de alineacién (cligonucleotidos
sintéticos especificos) a la ssDNA, y extension enzimatica de los iniciadores
complementarios o las placas de ssDNA, después estos se realinean al ADN

desnaturalizado, los segmentos de ssDNA se localizaran en las placas para la
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reaccion de extension, los nucledtidos, presentes en exceso en la solucion, son
enzimaticamente unidos para formar la secuencia de ¢cDNA, durante el segundo y
subsecuentes ciclos, el segmento original y los cDNA recientemente generados
estaran en un sdlo templete, cada ciclo de PCR, por consiguiente duplicara la
cantidad de DNA especifico presente (43).

Una amplificacion tipica de ADN es de 20 g 40 ciclos y resulta con una
amplificacion de 10° veces, el uso de enzimas termoestables como la Tag ADN
polimerasa la cual simplifica el proceso antes descrito, es ampliamente aceptada por

los faboratorios de investigacion (43).

A partir de entonces se empezaron a efectuar diversos estudios utilizando la
técnica de PCR, como el realizado por Otal y cols {1991), en el gue usaron la
secuencia mycobacteriana de insercion /1S67110, la que demostro estar presente en
multiples copias en el cromosoma de Mycobacterium tuberculosis, el analisis RFLP
1S6110 de cepas aisladas de pacientes quienes desarrollaron tuberculosis mostrando
una idéntica presentacidén en un periodo de 2 a 3 arios, en contraste, un alto grado
de polimorfismo fue observado entre cepas del complejo de M. tuberculosis aislado
de diferentes pacientes, este estudio confirmo el uso del IS6770 como un valioso
marcador epidemioldgico en tuberculosis (25).

La utilizacion del /1S6770 no sélo fue con cepas bacterioldgicas, sino también
se aplico en muestras bioldgicas como el esputo, tal es el caso de lo reportado por
Nolte y cols (1993), donde el PCR es aplicado como un método de diagnéstico rapido
de tuberculosis puimonar, utilizando como iniciadores los oligonucleotidos TB41 y el
TB42, la secuencia /S6110 fue bien caracterizada y se encontré sélo en el complejo
M. tuberculosis, mostrando el producto especifico de 317 pbs después de la
amplificacion, y no lo encontraron en cepas de M. bovis, M. africanum, complejo de

M. avium, M. kansasii, M. chelonae, M. fortuitum, y M. gordonae (23).
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Estudios de PCR realizados por investigadores en Argentina para los que
utilizaron los amplificadores de pares de bases JB21-JB22, obtuvieron un producto
de 500 pb correspondiente al Mycobacterium bovis, logrando asi su identificacion, en
121 cepas bacteriolégicas de M. bovis identificadas por el uso de pruebas
bioguimicas, de dichas muestras, 112 eran originarias de Argentina de diferentes
regiones del pais, 2 provenian de México y 7 de Colombia, ademas se incluyeron 4
mas aisladas de leones marinos aisladas en Argentina y que fueron identificadas

como cepas del grupo de M. tuberculosis, este estudio mostré una correlacion del
100% (28).

Otros investigadores en Espania, realizaron trabajos en identificacion de M.
tuberculosis en cepas aisladas de pacientes del Hospital Infantil de México, Federico
Gomez, México D. F. (80 cepas), del Hospital Ramén y Cajal, Madrid, Esparia (31
cepas), de la Universidad de Zaragoza (10 cepas) y las de M. bovis provenian de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad Computlense de Madrid (10 cepas} y del
Hospital Ramén y Cajal (1 cepa), estos aislamientos se realizaron de humanos,
bovinos y cabras, el estudio molecular utilizé el iniciador Oxy RMB-1 para la
identificacion de M. bovis, las cuales presentaron un polimorfismo caracteristico con
una amplificacion de 270 pb, identificandose como cepas de M. bovis a través del
PCR (22).

Dichas pruebas han demostrado tener una mayor sensibilidad y especificidad,
pero ha pesar de ello, por si solas las pruebas no han demostrado ser herramientas

eficaces para el diagndstico, control y posterior erradicacion de la TB bovina.
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3.0. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México el diagndstico de la tuberculosis bovina se basa en la prueba de
intradermorreaccion, lo cual es cuestionable por su eficacia ya que puede presentar
reaccion falso positiva o falso negativa e incluso anergia; otro método utilizado es la
identificacién de las lesiones macroscdpicas a partir de la inspeccién en |os rastros,
actividad gue se ve limitada por que sbdlo podra detectar las lesiones tuberculosas
visibles, y por Uitimo el aislamiento bacterioldgico del Mycobacterium bovis, el cual
requiere de personal altamente especializado para seleccionar adecuadamente la
muestra y realizar un aislamiento bacterioldogico que llevara mas de cuatro semanas
para obtener el primer crecimiento de las colonias bacterianas y un poce mas de
tiempo para poder clasificar a esta como M. bovis, retardando por lo tanto el inicio de
un adecuado programa epidemioldgico, ya que no se cuenta actualmente con una
serie de técnicas diagnodsticas que se conjuguen entre si para realizar el diagndstico
de la tuberculosis bovina de una manera eficiente, rapida y confiable,
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4.0. JUSTIFICACION

La tuberculosis, es una de las enfermedades infecciosas con mayor
distribucién en el mundo, el Mycobacterium tuberculosis es la causa mas comun de
tuberculosis en humanos, pero una proporcién de casos desconocida es debido a M.
bovis. Los humanos son infectados por los animales, especiaimente los bovinos,
pero también por otros animales domésticos por medio de! consumo de los productos
de leche y carne, ademas esta afeccion presenta considerables perdidas econdémicas
las que dependen de la presencia y extension de la enfermedad en la poblacidén
bovina, |a situacién econdmica y social, la higiene de los alimentos y la aplicacion de
medidas preventivas (3,5,15).

La industria de la génaderia estabulada representa para el pais, el 33% de la
produccion agropecuaria nacional y el 2.5% del producto nacional bruto, con un total
de 7,250 millones de litros de leche producidos en 1993, donde el 41% del total es
vendido a través de canales informales (leche bronca), el consumo de quesos
frescos es muy comun, durante los afos de 1991 y 1992, 15210 casos de
tuberculosis humana fueron reportados y es posible que la cifra real fuera mayor del
30%, y podria estimarse que del 5% al 8% de los casos de tuberculosis humana son
debido a M. bovis y el restc a M. tuberculosis (34).

En las naciones en desarrollo el diagndstico de tuberculosis presenta
limitaciones en los laboratorios para cultivar y tipificar al bacilo, en Meéxico el
programa de control de la TB bovina se basa en la prueba de intradermorreaccion, la
prueba de tuberculina en los bovinos es facil de aplicar en gran escala en animales
estabulados, pero tiene el inconveniente de tener un amplio rango de sensibilidad y
especificidad, la confirmacion del diagnostico se realiza por cultivo bacteriolégico y
prugbas bioquimicas, descontando el hecho de que el citado cultivo es altamente
especifico, el aislamiento bacteriolégico requiere de un gran periodo de tiempo y en
la mayoria de los casos es realizado después de que ei animal fue sacrificado. Sin

embargo, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) puede ser eficientemente
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aplicada para el diagnéstico de tuberculosis, asi como para la identificacién

molecular rapida de las cepas aisladas.
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5.0. HIPOTESIS

La eficacia de la prueba de tuberculina en el diagndstico de tuberculosis
bovina es de una confiabilidad discreta, por lo qué el uso de las pruebas combinadas
de intradermoreaccion e histopatologica, asi como en bacteriologia y molecular,

podrian establecer una asociacién diagnostica confiable de TB bovina en el ganado
afectado.




6.1 GENERAL:
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6.0. OBJETIVOS

Evaluar la eficacia diagndstica de la tuberculosis bovina

mediante la conjuncion de las pruebas de intrademorreaccién en el pliegue caudal,

estudio histopatoldgico, bacterioldgico y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

1.

Identificar los bovinos sospechosos de tuberculosis por
medio de la prueba de intradermoreaccion en el pliegue
anocaudal.

Confirmar la positividad de los animales tuberculinizados y
sacrificados, por medio de la observacion de las lesiones
histologicas.

Aislar el Mycobacterium bovis a partir de muestras
obtenidas de bovinos sacrificados en rastro con lesiones
sospechosas de tuberculosis.

Identificar al Mycobacterium bovis a partir de las cepas
aisladas, por medio de la utilizacién de pruebas
Bioquimicas.

Identificar a nivel molecular al Mycobacterium bovis
utilizando PCR.
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7.0 MATERIAL Y METODQS

7.1 Recursos:

El estudio realizado fue del tipo tecnologico prospectivo, ya qué se utilizaron
diferentes técnicas diagnosticas establecidas con la finalidad de identificar su
eficiencia en conjunto, dicho estudio se realizé en el municipio de Tepatitlan de

Morelos del estado de Jalisco donde la poblacién bovina se estima en alrededor de
300,000 semovientes.

Para la realizacion del muestreo en las explotaciones pecuarias, se contd con
el apoyo del equipo de médicos veterinarios de 1a Asociacion Ganadera del municipio
arriba citado. El sacrificio de los bovinos reactores positivos se realizo en los rastros
municipales de Tepatitlan de Morelos y de Guadalajara.

El aislamiento bacteriolégico y el histopatolégico se efectuaron en el
Laboratorio de Salud Animal de [a Secretaria de Agricultura Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) en Tlaquepaque, Jalisco, en la seccion de |
tuberculosis. La identificacion del Mycobacterium bovis a partir de cepas aisladas se
realizé en la seccidn de Biologia Molecular del Laboratorio de Micrabiologia del
Centro Universitario de Ciencias de la Salud (CUCS) de la Universidad de
Guadalajara.

7.2 Procedimiento:

Se muestreo una poblacion de 150 bovinos hembras con caracteristicas
morfolégicas similares, las que tuvieron como principal elemento de seleccidn el de
ser hembras de raza Holstein o de apariencia externa similar a las hembras de la
raza antes mencionada qué fueran vacas de primer parto 0 que contaran con mas de
24 meses de edad, lo que las hizo mas propicias para tener por lo menos algin

encuentro previo con M. bovis, no deberian de tener antecedentes previos de
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evaluacién sanitaria en cuanto a tuberculosis bovina, la seleccion de animales para
este estudio se hizo sobre la base de los criterios antes citados y se contd con fa
autorizacion previa de los propietarios, se seleccionaron los animales de manera
aleatoria, con lo que se reuni6 la poblacion de animales necesaria. A esta poblacion
se le aplico la prueba de tuberculina de intradermorreaccion en el pliegue caudal,
utilizando para ello tuberculina bovina (PPD Bovino, elaborada por la Productora
Nacional de Bioldgicos Veterinarios PRONABIVE), para su interpretacion se aplico el
criterio estipulado por la Camparia Nacional para la Erradicacién de la Tuberculosis y
Brucelosis Bovina (CANETB) (24).

7.2.1 Prueba de Intradermorreaccion:

La tuberculina empleada fue la PPD bovina, elaborada con M. bovis cepa
ANS5, que se utiliza en la prueba caudal como objeto de campafia, dicha tuberculina
se conservo y transportd en frio de 4 a 8° C, y protegidas de la luz directa, para su
aplicacidn se utilizan jeringas desechables nuevas de 1 ml con graduacion de 0.1 ml

y se inoculd haciendo un angulo de 45°.

La interpretacién de la prueba caudal se ajusto a lo siguiente: La lectura se
hizo mediante la observacion y palpacidén del sitio donde se practico la inoculacién,

realizandose a las 72 (+/- 6) horas posteriores a la aplicacion del bioldgico.

Las reacciones se clasificaron como sigue:

Negativa: Cuando no se observe ni se paipe ningun cambio en la piel del sitio
de aplicacion.

Reactor: Cuando sea visible y/o palpable cualquier engrosamiento, rubor,

calor, dolor o necrosis en el sitio de la inoculacion (24).

Se formaron sélo dos grupos, el primero fue de los reactores positivos los que

se enviaron a su sacrificio una vez terminada su etapa productiva (gestacion o
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produccion de leche), y el segundo que estuvo formado por los reactores negativos
a ella, se reintegraron al hato.

7.2.2 Inspeccion al Sacrificio:

Los bovinos reactores positivos sacrificados fueron muestreados en todas
aquellas estructuras que presentaron lesiones sospechosas a tuberculosis, y en los
que no tenian este tipo de lesidn se muestrearon los nédulos linfoides cervicales,
cefalicos, mediastinicos y bronquiales. Ademas se obtuvieron muestras de otros
bovinos con caracteristicas de ganado Holstein y que presentaron lesiones

sugerentes a tubercuiosis bovina hasta completar un total de 60 muestras.

'Se tomaron un total de 60 muestras de tejido granulomatoso sospechoso de
tuberculosis bovina, de igual numero de bovinos sacrificados, se considerd también
la procedencia de dichos semovientes, las muestras recolectadas se conservaron en
formol ai 10% para su estudio histoldgico y en borato de sodio para el bacteriolégico
y fueron enviadas al Laboratorio Regional de Tuberculosis dela S. A. G. A. R. P. A,
posteriormente se les sometid a 1a prueba de Reaccién en Cadena de 1a Polimerasa

(PCR), la procedencia de las muestras obtenidas se muestran en la tabla 3:
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Tabla 3. Procedencia de las Muestras

! 'P‘rbée'd'encia”“;' Namerode | % |
" muestras

~ Jalisco 50 | 833
T T — ”OTTMi
" Colima 27 l 033
Nayant(Teplc)1 ] ' i
éAguascalientes 8 L 10.0
%Tota| ‘{ 60 1 100

7.2.3 Estudio Histopatologico:

El estudio histopatoldgico para el diagndstico de la tuberculosis bovina se

realizé por las técnicas que se sefialan a continuacién:

a)

Se fijaron las muestras por medio de la utilizacién de formaldehido
en una solucién amortiguada al 10% en agua, esta solucién
reacciona con los grupos amino de las proteinas y, por lo tanto, las
fija para preservar la estructura general del citoplasma y del nucleo
debido a su contenido proteico, la proporcion de solucién de
formalina y de tejido a fijar es de 10 ml /1gr de tejido.

24 horas despues de iniciarse el procedimiento antes descrito, se
elimind e! fijador y se deshidratd el tejido para que pudiera ser
incluido en una sustancia dura, como la parafina, y se procedio a
seccionar en cortes finos, la deshidratacion se realizd haciendo pasar
la muestra por una serie de soluciones alcohdlicas de graduacién

creciente hasta llegar al 100%. Eliminando asi el agua de los tejidos
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para agregarle un liquido no acuoso como el xileno, que es miscible
en parafina fundida, luego se infiltro la parafina liguida en el tejido y
se dejo enfriar y endurecer, en un molde para formar un bloque mas
0 menos cuboideo.

c) Posteriormente el cubo se colocd en un microtomo rotatorio y alli se
obtuvieron los cortes del tejido de 5 micras de grosor, estos cortes se
depositaron en una solucidn de bafio maria con albimina el cual
actud como adhesivo, y se depositaron los mismos’ en un porta

objeto.

d) La parafina se eliminé con un solvente organico, como el xileno, y la
muestra se rehidraté haciéndola pasar por una serie de soluciones
alcohdlicas de graduacion decreciente hasta llegar al agua, luego la
muestra se colorea con hematoxilina y eosina, en ei caso de los
tejidos sospechosos a tuberculosis se utilizd la tincion de Ziehl
Neelsen para la observacion de BAAR. La muestra se deshidratod
nuevamente y se le agrego un fijador como |a resing, enseguida se le
colocd un cubreobijetos, cuando se seco la muestra esta se observo
al microscopio (30).

Para la interpretacion de este estudio se considero la poblacion celular
presente, la presencia de células gigantes, plasmaticas y macrdfagos, asi como
también la identificacidn de las zonas de necrosis, de tejido de granulacion y la capa
de fibrosis, esto de acuerdo a lo publicado por otros autores (10, 27, 36, 41).

7.2.4 Estudio Bacterioldgico:

7.2.4.1 Descontaminacion de la muestra:
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La descontaminacion de las muestras se hizo por medio del siguiente

procedimiento:

1

5)

6)

La limpieza de la muestra se realizé colocandola en un frasco estéril con

una solucion de hipoclorito de sodio 1: 1000 durante 30 minutos.

Se efectud una diseccion del drgano o tejido y se selecciond la parte con
lesiones, necrosis o exudado caseosc y el resto del tejido se desecho,

eliminando la grasa y el tejido conectivo.
La porcidn seleccionada se macero en un mortero de porcelana estéril
cubierto en papel, con una capacidad de tres a cuatro veces el tamaro de

la muestra.

Se agregd una pequefia cantidad de arena y de agua destilada estériles y
se triturd con la mano del mortero.

Ya macerado el tejido se pasa a un tubo de ensaye estéril.

En una campana de flujo laminar se destapo el tubo y se le afiadid 5 partes

de acido clorhidrico al 10% de acuerdo al volumen de! material y de 2a 3

gotas de rojo de fenol al 1%, hasta que adquirié un color naranja, se agito

ligeramente el tubo para mezciar el contenido y se dejo en reposo durante
20 minutos.

Posteriormente se le agregd gota a gota una solucidn de NaOH 2N

agitando el tubo hasta que el indicador cambid a un color entre morado y

| lita.
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8) Se centrifugo la muestra a 3000 rpm durante 20 minutos y se decanto el

tubo, eliminando el sobrenadante, el sedimento del tubo se utilizd para ser
sembrado (1).

El procedimiento completo de descontaminacion se describe en el Anexo 1.
7.2.4.2. Cultivo Bacterioldgico e identificacion:

Despueés de realizarse la descontaminacion, se procedié a sembrar en medio

de cultivo de acuerdo al siguiente procedimiento:

1) Cada muestra se sembré en dos tubos de medio Lowenstein-Jensen y dos
de medio Stonebrink, colocando en cada tubo una o dos asadas del
sedimento del tubo de |la muestra.

2) Ya sembrados los tubos se colocaron en una bandeja de fondo inclinado,
para que el liquido sembrado cubriera toda la superficie del medio y se
incubd a una temperatura de 37°C.

3) La primera revision del cultivo se hizo a las 48 horas y posteriormente cada
semana hasta las 9 semanas para los tubos de Lowenstein Jensen y hasta
12 para los tubos de Stonebrink. (1)

La técnica completa de cultivo se describe en el Anexo 2.

La tipificacion de las cepas de Mycobacterium, aisladas se realizo a cabo
utilizando las pruebas bioquimicas convencionales para dicho proceso, con especial
énfasis en aquellas Utiles para identificar al M. bovis, como son la reduccion de
telurito, Hidracida acida thiopheno 2 carboxilico y ureasa, el proceso empleado se

describe en el Anexo 3.




32

7.2.5. Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
7.2.5.1. Extraccion de DNA.

Para la identificacion molecular rapida a partir de cultivos positivos se realizo

como sigue:

a) Se depositaron 100 wt de amortiguador de lisis (TE - TRITON X-100) a
un tubo Eppendorif.

b) En condiciones de bioseguridad se tomd una asada de masa bacilar y se
mezclo en el amortiguador TE.

¢) Se incubd a 95°C por 30 minutos en un bloque de calentamiento.

d) Se agregd Fenol — Cloroformo — Alcohol Isoamilico (25:24:1) y se mezcld
utilizando un vortex por 5 segundos.

e) Se centrifugo a 14000 rpm a 5°C por un minuto,

f) Se recuperd la fase acuosa que contenia el DNA en un tubo nuevo con

cuidado de no romper la capa intermedia de detritus celulares.
7.2.5.2 \dentificacion de M. bovis por PCR:

La identificacidon se realizd a través de la amplificacién de un fragmento
especifico de la secuencia blanco, el cual es el gen OxyR por medio del empleo de
los iniciadores oxyRMB-1 y el oxyRTB-2.1 para M. bovis, que amplifican 270 pares
de bases. | o
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Para llevar a cabo la amplificacién de DNA de estas muestras sé reformuld la

mezcla de amplificacién, la cual se describe en |a tabla 4:

Tabla 4. Mezcla para la Amplificacion

Reactivo ( Volumen para 1 Concentracién
prueba |

37.4 4l

Amortlguadorpara i 5;.LI 10deeTl’IS}
PCR | Hydrocloro (pH 8.3) y
; 50mM de KCI
DNtps (mezcla) 0.4 pl 200 M

- TA._Q.p.,okﬁ.ﬁiue._r:a._é.é,‘. e ,,“,.A.u.u.“.....,.dl.&",},i.!.b,..,.,.V-A.,..A...,Lll.'.. ferieean ..".1.'....{]...._“_..A.._...._._‘..._._.,..,.,‘

~ Lacual corresponde a la propuesta por Monteros y cols. (22).

La replicacion de OxyR se realizd por medio del uso de un termociclador (Bio-
Rad) con el procedimiento siguiente, 1 ciclo de 95°C por 12 minutos, seguido de 30
ciclos de 2 pasos cada uno, el primer paso fue la desnaturalizacion la cual se hizo a
94°C por 45 segundos y en el segundo paso correspondid a la alineacion mas la
extension a 70°C por 1 minuto 30 segundos.

L.a observacién del producto amplificado se realizo por electroforesis en gel de
agarosa al 2 % en amortiguador TAE 1X, después se llevo a la ebullicion en una

platina caliente mezclandolo continuamente, después se agrego 4! de Bromuro de
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Etidio y se homogenizo agitandolo, posteriormente se vertid en el molde de la
camara de electroforesis, se coloco el peine y se esperd a que gelificara, una vez
que se enfrio el gel, se le anadid el producto de amplificacion con el amortiguador de
carga (por cada 10ul de producto de amplificacion, afiadir 2l de amortiguador de
carga), y coloco este en cada uno de los pozos correspondientes en el gel, en el
primer pozo se colocaron los marcadores, en el segundo un control negativo, en el
tercero el control positivo (M. bovis BCG), y en los restantes se depositaron las
muestras problemas, para su observacion se utilizo un transtuminador y se considerd
una prueba positiva @ PCR cuando el producto obtenido correspondia a una
amplificacion de 270pb, Anexo 4 (22).

7.2.6. Estudio Estadistico:

La determinacién de sensibilidad, especificidad, prevalencia y frecuencia de
cada una de las pruebas con respecto a otra se realizé mediante la aplicacion del
método propuesto por Michael Thrusfield y por Zeferino Garcia Vazquez Tabla 5 (9,

37).

Tabla 5. Método para obtener la Sensibilidad y la Especificidad

'Resultado de|  Estado Verdadero Total
laprueba | Enfermos | No enfermos

Enfermos A _' b atb
‘No enfermos ¢ d c+d
e T vor TIPS

Sensibilided = a/fa+tc)
Especificidad = d/(b+d)

Ademas se realizo el andlisis estadistico porla prueba de X2 (12).
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8.0. Resultados

8.1. Prueba de Intradermorreaccion:

A los 150 bovinos hembras gue se tuberculinizaron se les tomé la lectura de la
prueba a las 72 horas +/- 6 horas resultando dieciocho con una respuesta cutanea
positiva, por lo que se le considero como ‘reactor’ de acuerdo a la metodologia
propuesta. Los 132 bovinos restantes no manifestaron respuesta alguna en el
periodo de tiempo sefialado y se les denominé “negativos”, la frecuencia obtenida en

esta etapa diagnostica fue del 12 % de positividad (Grafica 1).

La respuesta de los “reactores” a la tuberculina no fue homogénea, ya que
mostraban diferente intensidad, en algunos de ellos fue ligeramente perceptible por
io que se le considero como “leve”’, en otros fue un poco mas intensa por lo que se
les denominé como “moderada’, y en algunos fue muy evidente ademas de
prominente, por lo que se les calificd como "severa’, esta ultima caracteristica fue
presentada en 9 de los dieciocho bovinos, y representé la mayoria del grupo

“reactor”, obteniendo una proporcion de! 50 % de los mismos (Gréfica 2).




Positividad a la tuberculina en 150 bovinos del municipio de
Tepatitlan de Morelos, Jalisco

132

B Reactores B Negativos

Grafica 1. Se representa a los bovinos reactores los que alcanzan una
positividad del 12%.
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Respuesta a la prueba de la tuberculina en 18 bovinos
reactores

Bovinos Reactores

Leve 4 Moderada 5 - Severa9

Tipo de Respuesta

Gréafica 2. La mayor respuesta fue la considerada como severa con una
proporcion de! 50%.
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l.as hembras muestreadas fueron de diferente edad, |a cual comprendia desde

los 24 meses hasta los 72, asi mismo en ese periodo de vida habian presentado

desde unc 0 mas partos, el grupo que mayor positividad presentd y contd con 11

animales fue aquel que estaba formado por las vacas de 24 a 36 meses y de uno o

mas partos, obteniendo una frecuencia del 61 % (Cuadro 1).

Cuadro 1. Edades de los bovinos positivos a la prueba de
tuberculina
GRUPO | RANGO DE |FRECUENCIA [ NUMERO DE |
EDAD PARTOS |
et AR T T o pares
meses
2 36 — 48 22.2 % 3 — 4 partos
meses B
.3 48 — 60 5.5 % 5 — 6 partos
meses |
TR ST T A% 6 o as sarioe
meses |
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8.2 Estudio Histopatoldgico:

Los “reactores” a la prueba de la tuberculina fueron identificados y enviados al
rastro para su sacrificio al término de su etapa productiva, la cual se extendio a
través de los afos de 1997, '98 y '99, una vez sacrificados los animales, se procedié
a la observacion de la canal y poder identificar las probables ilesiones
granulomatosas sugerentes a tuberculosis que presentaran los mismos, de tal forma
se muestrearon los nodulos linfaticos submaxilares, retrofaringeos, mediastinicos y
bronquiales, las lesiones observadas en su mayoria fueron de un leve aumento

linfonodular en los nédulos mediastinicos y bronquiales.

Del total de las muestras estudiadas histoldgicamente, s6lo 1as laminillas de 16
bovinos presentaron un patrén celular sugerente a tuberculosis, lo que representd
una frecuencia del 89 %, y los dos restantes no presentaron el mencionado
comportamiento celular, estos Ultimos mostraron un pancrama histolégico que fue
compatible con una presentacion neoplasica en uno de ellos y en el otro sugeria un
proceso inflamatorio sin 1a presencia de céiulas epiteloides y de células gigantes o de
langhans, la frecuencia de negatividad identificada en ellos fue del 11 % (Grafica 3).




o e &

H)

Tejidos con lesiones histolégicas en 18 bovinos
compatibles a Tuberculosis bovina

16

Sin Lesioneﬂ

Con Lesiones

Grafica 3. Las muestras que presentaron un patrdn histolégico

sugerente a tuberculosis obtuvieron una frecuencia del 89%.
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Las muestras de tejido de los ‘reactores” que si presentaron un
comportamiento histologico que sugirié la presencia de tubercu[osi‘s, en su totalidad
mostraron la formacién granulomatosa caracteristica a la afeccion antes citada en la
tincion de Hematoxilina y Eosina (H y E), asi como la presencia de bacilos alcohol
acido resistentes (BAAR) en ia tincidn de Ziehl Neelsen (Figuras 1, 2, 3y 4).

Laé pruebas de tuberculina e histopatologia en su conjunto presentaron una
sensibilidad del 89% y una especificidad del 98%, mientras que la prevalencia
obtenida fue del 12%, la prueba estadistica de X2 que se utilizo para comprobar 1a
positividad a la intradermoreaccion y la presencia de las lesiones histoldgicas

demostrd una asociacion significativa entre ellas, X2= 4979 (p> 0.05).




42

Figura 1. Granuloma Tuberculoso de un bovino reactor, donde se puede apreciar a
pared del granuloma (P), y la zona central de necrosis (N), tincién de H y E, objetivo
de 10 X.
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Figura 2. En esta fotografia, se puede apreciar las diversas estructuras histolagicas
del granuloma tuberculoso, del exterior al interior, la capa de tejido de granulacion
(1), la capsula fibroconectiva (2), anillo de linfocitos (3), células epiteloides y de
cuerpo extrafio o de Langhans (4), zona central de necrosis (5), tincién de H v E,
objetivo de 25 X.




Figura 3. En esta se aprecia las céluias gigantes de cuerpo extrafio
Langhans (1) y las epiteliales (2), tincién de H y E, objetivo de 40 X

44
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Figura 4. Fotografia microscopica que muestra los bacilos acido alcohol
resistente (1) asi como a los macrofagos los cuales han fagocitado a estas
bacterias (2), tincion de Ziehl-Neelsen, objetivo de 100 X.
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8.3 Aislamiento e identificacion de M. bovis:

Las 16 muestras positivas a la prueba de histopatologia, mas 44 muestras
biologicas obtenidas de bovinos sacrificados que presentaron lesiones sugerentes a
tuberculosis, fueron sometidas a aislamiento bacteriolégico en los medios de cultivo
de Stonebrink y Lowestein-Jensen, los que en su totalidad manifestaron un
crecimiento bacteriano de bacilos alcohol acido resistentes, dicho crecimiento fue
objeto de pruebas bioguimicas por las cuales se pudo tipificar a 56 cepas de 60
como Mycobacterium bovis y las 4 restantes fueron identificadas como especies
diferentes a M. bovis, por lo que se obtuvo una frecuencia del 93 % para la
identificacion de M. bovis (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Identificacion de Mycobacterium de
cepas aisladas de tejidos bovinos sospechosos a

tuberculosis

jMuestras “Namero ' Mycobacterium 'MyccjbaCterium"'i

‘porafio | de = bovis sp. |

muestras®

| [

1999 20 | 19 1

Total | 60 56 4

~ *sp. = sin identificar
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8.4 Identificacion de M. bovis por PCR:

Una vez que se obtuvo crecimiento bacteriolégico en los cultivos
anteriormente citados, se les practicé la prueba de PCR para identificar una
secuencia blanco en el DNA del M. bovis en los mismos, el citado procedimiento
diagnéstico comprendié en su primera etapa a la obtencién del DNA de las 60 cepas
de micobacterias aisladas, seguida de la amplificacién por PCR, y finalmente se
observo el producto de 270 pb por medic de la electroforesis, las muesiras se
consideraron como pbsiti\}as al coincidir ia banda en el espacio 12 0 13 de la banda
testigo, y se clasificd como pdsitiva para M. bovis de acuerdo al procedimiento usado
por Montero y colaboradores (Figuras 5).
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Carril 1 2 3 4 5 6 7 8

Preducto de
270 pb

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la observacion del
producto de amplificacion por PCR, carril 1 de marcadores de PCR 2(DNA / Hind I,
¢X 174 RF DNA / Hael lll), carril 2 de testigo negativo, carril 3 de testigo positivo (M.
bovis BCG), carriles 4 — 8 cepas identificadas como M. bovis, las cuales se alinearon
en la posicion de 270 pares de bases.
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De los corrimientos realizados en las 60 muestras, los resultados obtenidos
fueron los siguientes, 55 de ellos presentaron un producto de 270 pbs. por lo que se
les calificd coma positivos, y en los 5 restantes no presentaron producto alguno y se
consideraron negativos. Por lo anterior, se observd una frecuencia de 92 % del PCR
para identificar a M. bovis. El resultado final con relacién a la identificacion

bioquimica y PCR para M. bovis puede apreciarse en el cuadro 3.

El anélisis estadistico efectuado por X* en ambas estudios, bacterioldgico y de
PCR, demostré una asociacion significativa X*=10.50 (p>0.05), la sensibilidad
obtenida en dichas técnicas diagndsticas en su conjunto fue de 98 %, mientras que la

especificidad fue de 100 %.
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Cuadro 9. Identificacion de M. bovis en 60

cepas de Mycobacterium sp. por pruebas

R

muestreo | Positivo

Bioquimicas y de PCR.

Bioguimicas

INegativo

CUBER

Positivo |

- e T P

1997

e T

19

1

18

&

Cisge

19

g

TR

s

TR

Total

56

55




52

9.0. DISCUSION

La intradermorreaccion para el diagndstico de tuberculosis, constituye una
respuesta inmune mediada por la actividad celular y considerada como tardia o de
tipo 1V, esta prueba utiliza al PPD como antigeno, pero tiene una eficacia limitada por
su incapacidad de distinguir entre la enfermedad activa o animales previamente
sensibilizados en etapas anteriores, por reaccion cruzada por infeccion con otras
micobacterias, pero también falla en detectar animales en estados avanzados de la
enfermedad debido a |a anérgia, esto por si mismo explicaria las diferentes
respUestas mostradas en las explotaciones pecuarias, por lo cual no todos los

tuberculinos positivos muestran lesiones macroscépicas y se falla en aislar al M.
bovis (8).

La positividad encontrada en este estudio, mostré una frecuencia del 12 % que
corresponde a 18 bovinos ‘reactores” de 150 muestreados, el cual esta comprendido
dentro de los parametros nacionales de TB bovino referido por la Organizacidn
Mundial de la Salud, la SAGAR y otras investigaciones, las cuales sefialan que
México tiene un alto porcentaje de tuberculosis en ganado bovino lechero, con una
prevalencia a nivel nacional del 11.1% (26).

En el grupo de animales reactores la respuesta epitelial no fue homogénea.
Sin embargo, las diferencias encontradas en las mismas pueden ser explicadas
debido a que el PPD empleado provoca una respuesta celular mediada por células
de la respuesta inmunoldgica sensibilizadas previas a la inoculacion del PPD, pero
esta actividad celular puede o no presentarse bajo diferentes condiciones, como la
presencia de enfermedades inmunosupresoras las cuales ocasionan una anérgia o
por la actividad neoplasica e infecciones agudas que estimulan la migracion celular
por factores quimiotacticos, lo anterior explicaria que dos de los 18 bovinos reactores
no presentaran un patrén histolégico sugerente a tuberculosis (2, 8, 16, 26).
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En el presente trabajo se hizo un muéstreo solo de hembras, si bien la
tuberculosis es una afeccion que no distingue sexos, ias hembras son mas proclives
a padecerla por las diferentes utilidades productivas como son la gestacion y
lactacién, la cual favorece su presentacion (12). Los bovinos productores de leche
estan mas expuestos al agente etioldgico de los diversos padecimientos por el
hacinamiento al que son obligados, facilitando la diseminacion de los mismos (12); el
mayor nimero de bovinos afectados que fueron once comprendia el estrato de edad
de entre los 24 y jos 36 meses y de uno o dos partos, esto es ocasionado por que en

las explotaciones pecuarias es generaimente el grupo mas extenso.

La especificidad de |la prueba de tuberculina en el pliegue caudal encontrada
fue del 89%, menor a lo reportado por organismos internacionales como la OMS para
esta técnica diagndstica (96 - 99%), dicha efectividad es moderadamente inferior a la
encontrada por la histopatologia, que contrastada con el estudio bacteriolégico fue
del 100 %, pero en su conjunto dichas pruebas mostraron una sensibilidad del 89% y
especificidad de 98%, las que en el caso de la sensibilidad esta por encima de lo
reportado por la OMS (75 - 82%), (11, 45).

Al considerar las caracteristicas propias de las pruebas de aislamiento
bacterioldgico, identificacidn bioquimica y por PCR, a pesar de ser distintas,
comparten las mismas dificultades tecnicas, el alto costo de operacion, los equipos,
reactivos, asi como laboratoristas y la necesidad de una infraestructura altamente
especializadas. Sin embargo la prueba de PCR cuenta con dos ventajas primordiales
sobre las ofras técnicas; la primera, es el tiempo gue se requiere para la
identificacion del Mycobacterium bovis el que es muy corto, entre las 24 a 48 horas a
partir de la obtencién del cultivo, a diferencia del bacteriologico que requiere de6 a8
semanas para el aislamiento y entre 1 y 2 semanas mas para la identificacion de la
micobacteria; y la segunda es su alta especificidad de identificacion y tipificacion del
agente antes citado (8). |
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De las 60 cepas sometidas para identificacién bacterioldgica, sélo 56 fueron
tipificadas como M. bovis y las 4 cepas restantes se clasificaron como oftras
micobacterias, con una frecuencia de positividad de 93 % y de negatividad de 7 %,
mientras que las trabajadas por PCR fueron 55 diagnosticadas como M. bovis con
una positividad de 92 % y 5 negativas con un 8 %, sin embargo la capacidad de
identificacion por PCR encontrada en este trabajo coincide. con lo reportado por
Rodriguez y col., quienes utilizaron el estudio de PCR en 121 aislamientos de M.
bovis usando los iniciadores JB21 y JB22amplifico un fragmento de 500 pb, este
fragmento estuvo presente ‘en todas las muestras de M. bovis utilizadas en el
estudio, dando una correlacion del 100% con la identificacion microbioldgica, y 1a
utilizacion de marcadores moleculares como el Oxy R, (22).

La diferencia en la positividad entre la tipificacién bioquimica y PCR es muy
baja (1 animal), lo que bien podria ser atribuible a una faila téchica de la tipificacion,
ya que por las caracteristicas de la prueba de ADN, bien puede tratarse de otra
micobacteria, no obstante lo anterior, la sensibilidad y la especificidad de las citadas
técnicas en su conjunto de 90 % y 100% respectivamente, son muy favorables,
similar a lo reportado por Montero y col. , los que obtuvieron una alta sensibilidad de
la prueba de PCR al utilizar el iniciador Oxy R con una alta amplificacién ya que se
obtuvieron de 185 a 274 pb realizada en una pequeria cantidad de ADN cromosomal
de cerca de 20 pg. (22).




10.0. CONCLUSIONES

. La frecuencia de positividad en la prueba de tuberculina aplicada en el

pliegue anocaudal fue del 12 %, la cual corresponde a la considerada para

el estado de Jalisco y en particular para el municipio de Tepatitlan de
Morelos. '

. La frecuencia de observacidon de lesiones histolégicas compatibles a una

afeccion de tuberculosis en los tejidos observados, y de las cuales se pudo

obtener un aislamiento bacterioldgico fue del 100 %.

. La prueba de tuberculina, la cual es usada como prueba tamiz en ia

campana contra la tuberculosis bovina tiene el inconveniente de tener un
amplio rango de especificidad y sensibilidad, mientras que las pruebas de
PCR son mas especificas y sensibles para detectar la infeccion asociada
con M. bovis.

. La eficacia diagnostica de TB bovina por las pruebas de

intradermoreaccion e histopatolégica es demostrada por una sensibilidad
de 89 % y una especificidad de 98 %.

. La frecuencia de aislamiento y de identificacion bioquimica de

Mycobacterium bovis en las muestras bioldgicas fue del 93 %.

. La frecuencia en la capacidad de identificacién del Mycobacterium bovis

por la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa fue del 92 %.

. EL presente estudio demostrd gue existe una asociacion estadistica

significativa entre la prueba de tuberculina y el histopatoldgico X?=49.79
(p>0.05), asi como también la hay entre el estudio bacteriolégico y PCR
X?=10.50 (p<0.05)
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8. El trabajo realizado demostrd que la asociacion entre el bacterioldgico y el
de PCR tiene una especificidad del 100 %.

9. En el presente trabajo no se encontré una asociacién estadistica
significativa entre las pruebas de intradermorreaccion, el estudio

histoldgico y la prueba de Reaccidn en Cadena de ia Polimerasa (p< 0.05).

10. Por los resultados obtenidos, se sugiere que la prueba de PCR puede ser
utilizada como herramienta eficiente en la caracterizacién epidemiolégica
de esta afeccion principalmente en las zonas de alto riesgo de

contaminacion o de certificacion de zonas libres.




57

11.0, BIBLIOGRAFIA

. Balandro, C. S., Anzaldo, F. G.; Pefig, F. G., Betancourt, M X. Tuberculosis
18, Manual de Procedimientos de Laboratorio. INDRE/SAGAR. México.
1996: 45 — 49 | |

. Chamorro, P. E. G,, Hemandez, A. J. Diagndstico histopatolégico de casos
sugestivos de tuberculosis en ganado bovino sacrificado en el rastro TIF
No. 54 en Mexicali, Baja California, México. Universidad Auténoma de Baja

California. Memorias del PANVET. Acapuico, México, 1994. (134): 192

. Chavez, G. G. Uso de la Biologia molecular en el diagnédstico y control de
la tuberculosis bovina. Departaménto de Patologia. Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, UNAM; Memorias del PANVET, Acapulco, México,
1994 498 '

. Comer, L., Melviile, L., McCubbin, K. Efficiency of inspection procedures for
the detection of tuberculosis in cattle. CSIRO. Division of Animal Health,
Porkville, Victoria. Aust. Vet. J. 1990; 67 (11): 359 — 92.

. Cosivi, Q., Grange, J. M., Daborn, C. J., Raviglione, M. C., Fujikura, T.,
" Cousins, D., Robinson, R. A., Huchzrmeyer, H. F. A. K, Meslin, F. X
Zoonotic tuberculosis due to Mycobacteriurm bovis in developing countries.
WHO. Emerg. Infect. Dis. 1998. 4 (1): 59-60.

. Cosivi, O., Grange, J. M., Daborn, C. J., Raviglione, M. C., Fujikura, T.,
Cousins, D., Robinson, R. A., Huchzrmeyer, H. F. A. K, Meslin, F. X.
Zoonotic tuberculosis due to Mycobacterium bovis in developing countries.
WHO. Emerg. Infect, Dis. 1998. 4 (1) 63.




58

. Cousins, D. V., Roberts J. L.; Australia’s campaign to eradicate bovine
tuberculosis; the battle for freedom and beyond: Tuberculosis (2001) 81
Numbers 1 & 2, Harcourt Publishers Ltd. 2001: 5 ~ 15.

. Diaz, O. F. Avances en la tecnologia para el diagnédstico de tuberculosis
bovina. Memoria de la 52 Reunion Anual del Consejo Consultivo Nacional
de Sanidad Animal. Consejo Consultivo Nacional de Sanidad Animal
CONASA. México: 1996: 156 — 157.

. Garcia, V. Z. Epidemiologia veterinaria y salud animal. Primera edicion.
Editorial Limusa, Noriega Editores, Mexico, D. F.1990: 129 — 135.

10. Gazquez, O., A. Patologia veterinaria. Primera edicién en espafiol. Editorial

Interamericana - McGraw-Hill. Espana.1991: 406-408.

11.Gilot, P., Cocito, C. Comparative analysis 6f three sensitins used in
cutaneos testing for tuberculosis and paratuberculosis in Cattle.
Microbiology and Genetics Unit, University of Louvain, Medical Schooi,
Brussels, Belgium, FEMS. Microbiol. Lett. 1993. (1), Medline 1993.

12.Goodchild, A. V., Clifton — Hadley, R. S.: Cattle — to — cattie transmission of

Mycobacterium bovis; Tuberculosis (2001) 81, Numbers 1 & 2, Harcourt
Publishers Ltd.; 23 - 41.

13.Grange, J. M. Human aspects of Mycobacterium bovis infection. IOWA
STATE UNIVERSITY PRESS / AMES. 1995: 29 — 30.

14.Grange, J. M.. Mycobacterium bovis Infestation in human begins:

Tuberculosis (2001) 81, Numbers 1& 2, Harcourt Publishers Ltd.: 71 - 72.




»

59

15.Hayslett, H. T.. Estadistica simplificada. Ediciones Minerva S.A. tercera
edicién en espanol. México, D. F.1976: 93, 95, 154.

16.Hernandez de Anda, J., Renteria E., T., Lépez V., G., Montafio H., M. An
abbattoir monitoring system for diagnosis of tuberculosis in cattle in Baja
California, México. J. Am. Vet. Med. Assoc. 1998. (211): 709-711, 1576.

17.Holt, J. G., Krieg N. R,, Sneath P. H. A, Stanley J. T., Williams S. T.
Bergey's Manual of DETERMINATIVE BACTERIOLOGY. Williams &
Wilkins. Ninth Edition, Baltimore, Maryland, USA. 1994: 597- 589.

18. Jawestz, E., Melnick, J., L., Adelberg, E., A. Manual de microbiologia
médica, 9% Edicién. Editorial Manual Moderno. México, D. F. 1981: 211-
213.

19. Kobaisy, M., Abramowsky, Z., Lermer, L., Saxena, G., Hancock, R. E. W,
Towers, G. H. N., Doxsee, D., Stokes, R. W. Antimycobacterial polyynes of
devil's club (Oplopanax horridus), a North American Native Medicinal Plant.
J. Nat. Prod. 1997, (80); 1210 - 1213.

20.Lopez, V.G., Hernandez de Anda, J., Sierra, L.E. Diagndstico post mortem
en decomisos sugestivos a tuberculosis en ganado bovino sacrificado en
rastras en Baja California. Vet. Méx. 1997, 28 (3). 236 — 237.

21.Moda, G., Darbon, C., J., Grange, J., M., Cosivi Q. The Zoonotic
Importance of Mycobacterium bovis. Tubercle and Lung Diseases 1996.
(77): 103 - 108.

22 . Monteros, L., E., E., Galén, J., C., Gutiérrez, M., Samper, S., Garcia, M., J.,
F., Martin, C., Dominguez, L., Rafael, L., Baquero, F., Gébmez-Mampaso,
E., Blazquez, J. Allele-specific PCR method based on pncA and oxyR




38

7. Cousins, D. V., Roberts J. L.; Australia's campaign to eradicate bovine
tuberculosis; the battle for freedom and beyond: Tuberculosis {(2001) 81
Numbers 1 & 2, Harcourt Publishers Ltd. 2001: 5 - 15.

8. Diaz, O. F. Avances en la tecnologia para el diagndstico de tuberculosis
bovina. Memoria de 1a 52 Reunién Anual del Consejo Consultivo Naciona!
de Sanidad Animal. Consejo Consultivo Nacional de Sanidad Animal
CONASA. México: 1996: 156 — 157.

9. Garcia, V. Z. Epidemiologia veterinaria y salud animal. Primera edicion.
Editorial LLimusa, Noriega Editores, México, D. F.1990: 129 - 135.

10.Gazquez, O., A. Patologia veterinaria. Primera edicién en espafiol. Editorial
Interamericana - McGraw-Hill. Espafia.1991: 406-408.

11.Gilot, P., Cocito, C. Comparative analysis 6f three sensitins used in
cutaneos testing for tuberculosis and paratuberculosis in Cattle.
Microbiology and Genetics Unit, University of Louvain, Medical School,
Brussels, Belgium, FEMS. Microbiol. Lett. 1993. (1), Medline 1993.

12.Goodchild, A. V., Clifton — Hadley, R. S.: Cattle — to — cattle transmission of
Mycobacterium bovis: Tuberculosis {2001) 81, Numbers 1 & 2, Harcourt
Publishers Ltd.. 23 — 41.

13.Grange, J. M. Human aspects of Mycobacterium bovis infection. IOWA
STATE UNIVERSITY PRESS / AMES. 1995: 29 - 30.

14.Grange, J. M.. Mycobacterium bovis Infestation in human begins:
Tuberculosis (2001) 81, Numbers 1& 2, Harcourt Publishers Ltd.: 71 - 72.




61

29.Romero, R. E., Garzon, D. L., Mejia, G. A., Monroy, W., Patarroyo, M. E.,
Murillo, L. A.; Identification of Mycobacterium bovis in bovine clinical

samples by PCR species — specific primers. Can, J. Vet. Res. 1999, Apr,;
63 (2): 101 - 106.

30.Ross, M. H,; Romrell, L. J.; Histologia, texto y atlas a color. Segunda
edicion en espafiol. Editorial Medica Panamericana, México, D. F.1992: 17
-19.

31.SAGAR, FedMVZ. Manual de actualizacidn técnica para la aprobacion del
médica veterinario como unidades de verificacidn en tuberculosis bovina y
brucelosis. Programa de Aprobacién de Médicos Veterinarios. México,
1996: 20-24.

32. Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural. Comision Nacional
de Sanidad Agropecuaria; Direccidn General de Salud Animal. Reporte
mensual de salud animal, monthly animal health report, diciembre /
december 1996,

33.Sheldon, M., Han, B, G., Suffys, P., Portilio, G., L., FairchoK, M., Rouse,
D., Molecular mechanisms of mi.:ltiple drug resistance in clinical isolates of
Mycobacterium tuberculosis. J. Infect. Dis. 1995, 171: 954 - 960.

34.Sjorgen, 1., Sutherland, |. Estudies of tuberculosis in man in relation to
infection in cattle. Tubercle. 1874. 56:113 — 127.

35.Sommers, H., M., Good, R., C. Mycobacterium. Manual of Clinical
Microbiology, Fourth Edition. American Society for WMicrobiology,
Washington, D.C., 1985: 216-218.




62

36. Thoen, Ch. O. Infeccidn en bovinos por Mycobacterium bovis, patogénesis.
PANVET Acapulco, México 1994: 492

37.Thrusfield, M. Epidemiologia veterinaria. Primera edicién en espafiol.
Editorial Acribia, S.A. Espafia, 1990: 129, 131, 228, 229.

38.Trigo, F., Mateos, A, Patologia sistémica veterinaria, 3 Edicion. Ed.
MacGraw-Hill - Interamericana. México, 1998: 72-73.

39.Trigo, T., F., J., Mateos, P., A, Patologia general veterinaria. Segunda
edicion, Editorial Interamericana - McGraw-Hill, México, 1993: 184-185.

40 Valdespino, O. J. R. Impacto econdmico de la brucelosis y tuberculosis
bovina, durante 1992 en México. Administracion, INIFAP-SARH. C. E.
Querétaro, México. Memorias del PANVET. Acapulco, México. 1994, (858):
48

41.Valero, G. Diagnéstico histopatoldgico de tuberculosis bovina. CENID-
Microbiologia, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales vy
Agropecuarias, SARH, México, DF. Departamento de Patologia, Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM, Memorias del PANVET.
Acapuico, México. 1994: 108

42 William, H. B., Hernandez de Anda, J. Tuberculosis in adult beef cattie of
Mexican origin shipped direct-to-slaughter into Texas; J. Am. Vet. Med.
Assoc, 212, 1998; 557 — 559.

43, Wolcott, M. J. Advances in nucleic acid-based detection methods. Clini.
Microbiol. Rev. Oct. 1992: 370 — 386, '




63

44 World Health Organization. Report of the WHO meeting on zoonotic
tuberculosis (Mycobacterium bovis) with the participation of FAQ. Geneva,
15 November 1993: 8, 10, 14.

45.Worid Health Organization. Report of the WHO working group on zoonotic
tuberculosis (Mycobacterium bovis), with the participation of FAO:
Veterinary Public Health Unit. WHO/CDS/VPH/94. 1994, 137: 16 - 19.




64

12.0. Anexos
12. 1. Descontaminacion.

Se realizo la descontaminacion de las muestras por medio del siguiente

procedimiento:

Se utiliza un método de tratamiento acido-dlcali, por el cual la muestra se
colocara én una solucién antiseptica de hipaclorito de sodio, se transfiere a una
solucién de acido clorhidrico, se neutraliza con hidroxido de sodio y se siembra
en el medio.

Las muestras de érganos o de tejidos generalmente se encuentran en la solucién
de borato de sodio empleada para su transporte. Antes de sembrar, la muestra
debe ser limpiada y seleccionar la pieza o drea mas representativa para
homogenizarla. _

La limpieza de la muestra puede o no realizarse, pero ayuda en el caso de
muestras muy contaminadas. Para esto, la muestra integra se coloca en un
frasco estéril con una solucién de hipoclorito de sodio 1: 1,000 durante 30
minutos,

Para |a seleccion, el érgano tejido se diseca con ayuda de instrumental quirargico
estéril (bisturi, tijeras y pinzas). Segun el tamafo de la muestra, se puede disecar
sobre un mortero de porcelana, una caja de Petri 0 una charola metalica estéril.
Se selecciona la parte' con lesiones, necrosis o exudado caseoso y el resto de
tejido se desecha. Debe eliminarse de |la muestra la grasa o el tgjido conectivo.
Cuando la muestra es muy pequena, no es necesario seleccionarla.

Para la horﬁogeneizacic’:n, la porcion seleccionada se macera en un mortero de
porcelana estéril envuelto en papel, con una capacidad tres o cuatro veces mayor
que el tamafo de la muestra. '

Se agrega una pequena cantidad de arena y de agua destilada estériles y se
tritura suavemente con la mano del mortero, cuidando de mantenerlo siempre
tapado con el papel.
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8. Cuando esté bien macerado el tejido, se agrega agua estéril para hacer una
suspensién y se trasvasa la suspensién a dos tubos de ensaye estériles con
ayuda de una pequefia pipeta Pasteur o de un embudo de vidrio estéril.

9. Se rotula uno de los dos tubos con los datos de la muestra o el nimero de caso,
se cierra bien y se guarda a —20° o —-70°C hasta la conclusion del estudio.

10.El segundo tubo de ensayo que contiene la muestra se utiliza para
descontaminacion.

11.En ambiente estéril, se destapa el segundo tubo.

) 12.Se anaden 5 partes de acido clorhidrico al 10% de acuerdo al volumen del
material y de 2 a 3 gotas de rojo de fenol al 1% (hasta que adquiera un color
naranja).

13.Se agita ligeramente el tubo para que se mezcle su contenido y se deja en
reposo durante 20 minutos.

14, Se afade gota a gota una solucion de NaOH 2N agitando el tubo, hasta que el
indicador vire a un color entre morado v lila.

15. Se centrifuga la muestra a 3,000 rom durante 20 minutos, se decanta-el tubo y el

sobrenadante se desecha. El sedimento del tubo esta listo par ser sembrado.
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12.2. Bacterioldgico.

Después de realizarse la descontaminacion como se describid se realizé la
siembra en medio de cultivo de acuerdo al siguiente procedimiento:

1. Sobre la mesa de trabajo o en el interior de la cabina de seguridad se coloca un
par de gradillas, una con los tubos de las muestras neutralizadas y centrifugadas
con el nimero de caso del laboratorio en cada tubo. En la otra gradilla se colocan
ios tubos con medios de cultivo identificados con los numeros de casos
correspondientes. Es importante que el primer espacio de la izquierda de cada
gradilla es{é vacio, para que durante la siembra se coloque en él el tubo ya
utilizado; asi, el espacio vacio se va desplazando hacia la derecha, sirviendo
como punto de separacioén entre los tubos ya sembrados y los que estan por
sembrar. '

2. Se toman dos o tres gotas del sedimento de los tubos para realizar un frotis en
una laminilla identificada con el nimero de caso correspondiente. Se deja secar al
ambiente y se fija con pases rapidos por la llama teniendo cuidado de no producir
aerosoles. Posteriormente se tifie por la coloracién de Ziehl-Neelsen. |

3. Si algun tubo con medio contiene agua de condensacion, ésta debera ser
eliminada invirtiéndolo cerca del drea estéril de un mechero hasta que no escurra
agua. _

4, Para cada muestra se recomienda sembrar en dos tubos de medio Lowenstein
Jensen y dos de medio Stonebrink. Para obtener un cultivo positivo, la muestra
debera contener por lo menos 10 baciios viables por ml

5. La técnica de siembra debe ser meticulosa por la seguridad del operador, para no
confundir las muestras y evitar la contaminacidn con gérmenes del ambiente.

6. Las pipetas Pasteur deben flafnearse, lo mismo que los tubos después de
abiertos y antes de cerrarse. Los tubos con el medio de cultivo, mientras estén
abiertos, deben mantenerse en posicion inclinada cerca de la llama del mechero.

7. Una vez sembrados, los tubos se colocan en una bandeja con fondo inclinado, de
manera que el liquido sembrado cubra toda la superficie del medio. Se lleva a la
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estufa de cultivo con la tapa floja para que se evapore la parte liquida de la
siembra.

Después de 48 horas se revisan los tubos y si se ha evaporado el liquido, ajustar
la tapa de rosca o colocar un tapdn de hule, quemando e introduciendo el tapén
de algododn dentro del tubo. Otra alternativa es emplear en lugar de tapén de hule,
uno de plastico fino (polietileno o similar) y ajustario al cuello del tubo con una liga
de hule.

Los tubos se mantienen inclinados hasta el término de! periedo de observacion.
Esto es mejor cuando se dispone de una estufa de cultivo amplia y se recomienda
usar cajas de fondo inclinado con perforaciones que permitan la circulacion
uniforme del calor.

10.Si solo se dispone de una pequefia estufa de cultivo puede ser mas util ia

11.La incubacioén de los tubos sembrados debe hacerse entre 35 y 37°C. Es .

posicion vertical de los tubos en cestos de malla metalica, pues significa ocupar

Menos espacio.

necesario por lo tanto controlar regularmente la temperatura de la camara,
realizando lecturas a la primera hora por la mafiana y al final de la jornada, ambas
lecturas seran anotadas diariamente en una hoja de registro mensual que al

efecto debe fijarse en la pared externa de la puerta de |la camara.

12.Este sistema permite conocer con suficiente exactitud las fluctuaciones de la

temperatura de la estufa y en caso de que estén mas alla de los limites

aceptables, revisar el termorregulador; si fueran debidas a variaciones muy

grandes en la tension de la red de corriente electrica podran obligar a instalar un.

regulador de voltaje.

Revision de los tubos de cultivo

1.

Los tubos con el medio de cultivo se examinan por primera vez a las 48 horas de
realizada la siembra, con el objeto de verificar que la parte liquida de la siembra
se haya evaporado completamente, lo que permite el desarrollo adecuado del
bacilo.
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Las tapas deben ajustarse firmemente para impedir la desecacion del medio
durante el tiempo de incubacion y para saber si alguno estd contaminado o
alterado por mata neutralizacion de la muestra.

En los tubos alcalinizados el medio adquiere un color blanco amarillento; en los
acidificados toma un color verde azulado oscuro. Si hay contaminacion por flora
secundaria se aprecia el desarrollo de colonias. En ccasiones el medio puede
estar licuado por la accidn de gérmenes proteoliticos.

Después de la primera revision a las 48 horas, las revisiones deberan realizarse
semanalmente hasta transcurridas 9 semanas para los {ubos con medio de
Lowenstein Jensen y 12 semanas par el tubo con medio de Stonebrink.

En caso de que la muestra se observe contaminada a las 48 horas o a la semana
de haber sido sembrado, debera ser descartada inmediatamente y realizar de
nuevo el procedimiento de descontaminacion y cultivo con el segundo tubo de la
misma muestra que se conservo en congelacion, tomando la mitad del contenido
y almacenando la otra mitad en congelacion, hasta que termine el estudio.

Con muestras en donde se observen colonias de crecimiento lento (a partir de la
cuarta semana) es recomendable realizar un frotis y tefir con Zieh!-Neelsen,
anotando en el formato si son bacilos acido alcohol resistente © no. Cuando el
frotis resulte positivo a BAAR se permitird el crecimiento de la bacteria, dejando
incubar hasta que las colonias sean suficientemente grandes, resembrar en otro
medio igual al precedente para su posterior identificacion.

Si en las revisiones aparecen cultivos contaminados tardiamente, s6lo deben
eliminarse aquellos en los que la contaminacion ha cubierto la mayor parte de la
superficie del medio, dejando para nueva observacién [os que conservan la mayor
parte del medio sin contaminacion. La contaminacion tardia no excluye la
presencia de M tuberculosis o M bovis, por lo que siempre es conveniente realizar
la tincion de un frotis con Ziehl-Neelsen a partir de los tubos que se desecharon
por esta causa.

El informe del cultivo como de la baciloscopia no debera de ser sdlo cualitativo
sino semicuantitativo, para lo cual se recomienda la siguiente escala:

Negativo (-) No se observan colonias
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Positivo 1 a9 El nimero total de colonias en los tubos sembrados
cuando hay menos de 20.

Positivo (+) Presencia de 20 a 100 colonias

Positivo (++) Colonias separadas (mas de 100)

Positivo (+++) Colonias confiuentes

Contaminade - Cultivo contaminado.

(Balandro, C. S.; Anzaldo, F. G.; Pefia, F. G.; Betancourt, M. X.: TUBERCULQOSIS
18, Manual de Procedimientos de Laboratorio; INDRE/SAGAR, 1996, pp. 45 — 49)
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12.3. Identificacion bioguimica.

La tipificacion de las cepas de Mycobacterium, aisladas se realizo utilizando

las pruebas quimicas convencionales para dicho proceso, poniendo especial énfasis

en aquellas a las que son susceptible las bacterias antes mencionadas, como son:

Reduccidon de Telurito

Cultivos;

Se usaron cultivos de 7 dias de crecimiento en 5ml del medio liquido de
Middlebrook 7HS9 en tubos de tapdn de rosca. El medio liquido debera enturbiarse
como una indicacion de un _crecimiento activo.

Reactivo;

Se utilizo una solucién acuosa al 0.2% (0.1g en 50m| de agua destilada) de
telurito de potasio. Después la sal es disuelta en agua, distribuyendo la solucion
en cantidades de 2 a 5ml, y esterilizando los tubos en una autoclave a 121°C por
10min. Para evitar la contaminacion, use solo un tubo de solucién de telurito para
una serie de pruebas realizadas en 1 dia, y elimine el remanente de la solucién. -
Procedimiento;

Se agregaron dos gotas de la solucion de telurito a cada cultivo, y se regresaron
los cultivos a la incubadora. Se examinaron los cultivos diariamente por 4 dias o

mas. Una prueba positiva es reflejada por un precipitado negro.

Hydrazida Acida Thiopheno 2 Carboxilico

Substrato:

Se uso el medio de Middiebrook 7H11. Incorporando 5 ng de T2H (Aldrich
Chemical Co. , Inc. , Milwaukee, Wis.}) por ml en el agar. Distribuyendo el
substrato en cantidades de 5ml en placas cuadradas de plastico inclinadas,
alternando con el mismo medio sin T2H.

Procedimiento:

Preparar una solucion turbia del organismo a ser-examinado en agua estéril. Diluir
esta suspension a una relacion de 1:1000 con H20 estéril. Inocular 3 gotas de la

suspension preparada en el recipiente de T2H y en el medio de control, y incubar
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el medio a 37°C. Anotar el tiempo que tardo en observarse el crecimiento en el
medio de control. Mantener el medio de T2H por cerca de tres semanas, sino a
aparecido el crecimiento bacteriano de manera definitiva. Clasificar el organismo
como resistente si el crecimiento en el medio T2H es mayor de 1% que el
crecimiento del control. Si el crecimiento en la caja de control fue confluente,
considere que fue igual a 10* organismos.

Ureasa

Inoculo:

Use Colonias con crecimiento activo obtenidas de un medio sdlido.

Reactivo:

Mezcle 1 parte de agar-base urea concenirada (Difco o un producto equivalente)
con 9 partes de agua estéril. No agregue agar. Distribuya la mezcla en tubos de
rosca en una cantidad de 4 ml {16 por 125mm), y almacene los tubos a 4°C.
Procedimiento:

Emulsifique el equivalente de una asa de 3mm del crecimiento en un tubo de
substrato. Incubar el cultivo de 35 a 37°C, y observe el cambio de color del cultivo
de ambar a rosa o rojo. Deseche el cultivo después de 3 dias.

interpretacion:

Un cambio en el color del medio a rosa o rojo dentro de los tres dias siguientes es
clasificado como una reaccion positiva.
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La extraccion de ADN a partir de las cepas de M. bovis, se realiza con el

siguiente procedimiento:

1. Adicionar de 100 ul de amortiguador de lisis (TE — TRITON X — 100) a un tubo

Eppendortf.

2. Incubar a 95°C por 30 minutos en un bloque de calentamiento. Nota; hasta este

paso el ADN obtenido es Util para estudios moleculares, o se puede continuar

para realizar una extraccion mas fina.

3. Adicionar Fenol-Cloroformo-lsoamil Alcohol (25:24:1) y mezclar en vortex por 5

segundos.

4. Centrifugar a 14,000 r.p.m. a 5°C por 1 minuto.

5. Recuperar la fase acuosa en un tubo nuevo con cuidado de no romper la capa

intermedia de detritus celulares.
Reaccién en Cadena de la Polimerasa:
Material y Reactivos

Termociclador Gene cycler. (BIO-RAD)
Micropipetas (10 ul, 200 pl, 1000 pl)

Puntillas anticontaminantes

Tubos Eppendorff

H-O desionizada y estéril 7
Amortiguador para PCR (TRIS-HCL pH 8.4, KCL)
Desoxinucleotidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Taq Polimerasa

Iniciador oxyRMB-1 para M. bovis

Iniciador oxy RTB- 2.1

MgCl»
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ADN (Mycobacterium bovis)
Deteccidén Rapida de Mycobacterium bovis por "PCR”

La deteccion de M. bovis por PCR se realizd a través de la amplificacién de un
fragmento especifico de la secuencia blanco es el gen OxyR mediante el uso del
iniciador oxyRMB-1 y el oxyRTB — 2.1 para M. bovis, que amplifica 270 pares de
bases. ' .

Para la obtencion de volumen se utilizo, 38.82ul de H,O desionizada,
Amoftiguador para PCR 5ul a una concentracion de 10mM de Tris hydrocloro (pH
8.3) y KC! 50mM, dNTPs (mezcla) 0.4ul a una concentracién de 200uM, 0.68 pi de
iniciador Oxy RMB - 1 2 una concentracién de 25 pmol, 0.7ul de iniciador Oxy RTB
2.1 a una concentracién de 25 pmol, 2ul de MgCl, 0.4ul de Tag-Gold Polimerasa a
una concentracion de 1U, 2ul de ADN de Mycobacterium bovis cerca de 100ng, para

obtener un volumen final de 50pl.

La replicacion de Oxy R se realizo mediante el uso de un termociclador
mediante el procedimiento siguiente, 1 ciclo de 95°C por 12 minutos, seguido de 30

ciclos de 2 pasos cada uno, 1 fa desnaturalizacion se hizo a 94°C por 45 segundos y

el 2 realiza la alineacion mas la extension a 70°C por 1 minuto 30 segundos.

(Allele-Specific PCR Method Based on pncA and oxyR Sequence for Distinguishing
Mycobacterium bovis from Mycobacterium tuberculosis: Intraespecific M. bovis pncA
Sequence Polymorphism, Monteros, L., E., E., Galan, J., C., Gutiérrez, M., Samper,
S., Garcia, M., J., F., Martin, C., Dominguez, L., Rafael, L., Baqguero, F., Gomez-
Mampaso, E., Blazquez, J., Journal of Clinical Microbiology, Jan. 1998 p. 239-242,
Vol. 36, No. 1)

La observacién del producto amplificado se realizdé por Electroforesis en Gel
de Agarosa.
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Material y Reactivos:
Céamara de electroforesis
Fuente de poder
Amortiguador de carga
Producto amplificado
Micropipetas (10pl, 100ul)
Puntillas

Amoartiguador TAE IX
Agarosa

. ‘Marcadores de pb
Bromuro de etidio 10mg/ml

Transluminador
Procedimiento:

1. Preparacion del gel al 2% en amortiguador TAE 1X, utilizar agarosa ultrapura en
el volumen deseado de amorliguador y llevar a ebullicion mezclando
continuamente, después anadir 4 pl de bromuro de etidio y mezclar, verter la
agarosa en el moide de la cdmara de electroforesis, colocar el peine y esperar a
que gelifique.

2. Remover el peine y afadir el volumen necesario de amortiguador TAE IX en la
camara de electroforesis.

3. Preparar el producto de amplificacién con el amortiguador de carga {por cada 10
u! de producto de amplificacion afiadir 2 pl de amortiguador de carga).

4. Colocar el producto de amplificacién en amortiguador de carga en los pozos
correspondientes del gel, incluyendo ios controles y el marcador de pb.

5. Conectar la fuente de poder y prenderla empleando un voltaje iniciat de 70 el cual
puede incrementarse.

6. El corrimiento se realizara en aproximadamentg 40 minutos. Vigilar el frente de

corrimiento.
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7. Al terminar el corrimiento de la electroforesis, retirar el gel de la camara con

guantes y colocario en un transluminador para observar las bandas del producto
amplificado de 270 pb, los controles y el marcador de pb.

8. Lavar adecuadamente la camara de electroforesis y secarla. Realizar el manejo

adecuado de!l gel y del material contaminado con bromuro de etidio.

La obtencién del DNA a partir de las muestras de tejido, se realizo mediante el

siguiente proceso:

- Se obtienen 100ul de tejido homogeneizado.

- Se somete a digestién con 5ul de Proteinasa K., a 60° durante 1.5 a 2 hrs.

_ Se afiade 900yl de PBS con Tween 80 a 0.05%. "

- Se Centrifuga a 1400g durante 10 minutos.

- Se decanta el sobrenadante y el sedimento se resuspende en 100l de solucion
TES.

- Se afiaden 5l de Dodecyl Sulphato de Sodio y se incubaen 1 hrs a60°c y se le
anade 2ul de Proteinasa K (10mg/ml)

- Se enfria y se extrae con PCL (fenol, cloroformo) 1/1 V.

- La precipitacién del DNA sera con adicion de RNA 1pg + 3 volimenes de
alcohol absoluto frio.

- Se almacena a -70% X 30 minutos, centrifugando a alta velocidad por 20
minutos.

- Se lava con alcohol al 70% en 500ul, recentrifugando X 10 minutos.

-Se decahta y se resuspende en agua destilada en 50ul.

La obtencion del DNA concentrado se realizo por medio de |a utilizacién de un

concentrador de DNA marca, CENTRIUAP Concentrator, LABCONCO, Modelo

78100-00 B, de 115 Volts A.C., Phase 1, Cycle 60, 3.5 AMP. LabConco Corporation,
Kansas City, Missouri 64132.

La amplificacion de DNA y su presentacion fue por medio de la utilizacion de
electroforesis como se explico anteriormente.




