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RESUMEN

La Tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infecto-contagiosa ocasionada
por Mycobacterium bovis y es un problema que afecta principalmente a la
ganaderia nacional, genera pérdidas econdémicas considerables y es un obstaculo
para la movilizacion y comercializacion de animales en territorio nacional e
internacional, asi como un riesgo en salud publica debido a que es una
enfermedad zoonética. EI método utilizado generalmente para la deteccion de
animales que han estado en contacto con Mycobacterium bovis es la prueba
intradérmica de la tuberculina. En el presente estudio se busco la identificacion del
agente causal de TBB Mycobacterium bovis en exudado nasal mediante la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se recolectaron muestras de
exudado nasal de 15 bovinos lecheros considerados como positivos por la
Campafa Nacional contra la Tuberculosis Bovina, provenientes de dos establos
comprendidos dentro de La Comarca Lagunera, las muestras se tomaron con
hisopos estériles de 15 cm transferidos a tubos con solucion reguladora de
fosfatos (Agua Peptonada Buferada, Difco) estéril y se inactivaron mediante
calentamiento a bafio maria hasta hervir durante 10 minutos. Para la realizacion
del diagnostico, se realiz6 la extraccion de DNA empleando el Kit comercial
DNAzol (Invitrogen, Inglaterra). Para el proceso de amplificacion del DNA se
emplearon un par de primer (CyB1F y CyB2R) para control interno (IC), y otro par
(TB1IF y TB1R) para la deteccion del gen de la proteina MPB70 de
Mycobacterium. Los resultados obtenidos fueron negativos lo cual pudo deberse a
no extraccion del DNA Mycobacterial y/o la presencia de sustancias que inhiben la

PCR bajo las condiciones de trabajo.

Palabras clave: Tuberculosis bovina, Mycobacterium bovis, Exudado nasal,

Vacas lecheras, Extracciéon de DNA, PCR anidada.
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I. INTRODUCCION

La emergencia de enfermedades ha sido un tema relevante durante los
ultimos quince afios en medicina humana, existiendo también gran interés por
aquellas infecciones emergentes que afectan a los animales, pues limitan la
produccion de alimentos para la poblacion, y por las nuevas zoonosis que
amenazan la salud de las personas (Abalos and Retamal, 2004).

Los factores que generan la emergencia de enfermedades son
consecuencia del aumento de la poblacibn mundial y aquellos de mayor
influencia corresponden al movimiento de personas y animales, a disturbios
ambientales, al cruce de la barrera inter-especies por parte de algunos
patdbgenos y a cambios de manejo en los sistemas productivos (Abalos and
Retamal, 2004)

La tuberculosis es una enfermedad que ha acompanado al hombre a lo
largo de su historia y que todavia no se encuentra erradicada. Por el contrario,
la tuberculosis produce actualmente el mayor numero de muertes teniendo su
origen en un solo agente infeccioso. Se estima que un tercio de la poblacion
mundial se encuentra afectada con Mycobacterium tuberculosis, de entre los
cuales un 5-10% del total de infectados desarrollaran la enfermedad segun la
organizacion mundial de la salud (Soto-Ospina, 2002)

La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades mas antiguas
existentes en nuestro planeta, y sigue siendo un grave problema medicosocial
en diversas partes del mundo. Las manifestaciones clinicas de la tuberculosis
son variables, dependiendo de la modalidad de la infeccidn y el estado
inmunologico del huésped (Baylan et al., 2004)

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa granulomatosa
cronica, que se desarrolla en un determinado contexto de riesgo ambiental,
social, sanitario e individual. Es prevenible, curable y su prevalencia tiende a
disminuir naturalmente; sin embargo, en las ultimas décadas hubo un aumento
tanto en incidencia como en su severidad (Broglia et al., 2002)

La tuberculosis bovina constituye un grave problema de salud animal y
un riesgo en la salud publica (Estrada-Chavez et al., 2004), algunas
enfermedades tradicionales endémicas, incluso con programas de control,

pueden en determinadas circunstancias aumentar su incidencia (Abalos and
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Retamal, 2004). El causante de la tuberculosis en humanos es el
Mycobacterium tuberculosis, sin embargo, M. bovis, el responsable de la
tuberculosis en los bovinos, puede ser la causa de entre el 5y el 10 % de los
casos humanos. El riesgo estriba en que de los 7 mil millones de litros de leche
que se producen en México, aproximadamente el 30 % no va directamente a
pasteurizacion (NOM-031-ZO0-1995), lo que implica un riesgo para la salud
publica; de ahi la importancia de erradicar a la enfermedad en los animales
(Zendejas-Martinez et al., 2007).

El agente causal, es el Mycobacterium bovis, estd ampliamente
distribuido en Meéxico. En la actualidad la campafa nacional para la
erradicacion de la tuberculosis bovina considera los estados fronterizos del
Norte, Quintana Roo, Yucatan, en etapa de erradicacion con excepcion de Baja
California Norte, y el resto del territorio nacional en control (Estrada-Chavez et
al., 2004).

En México, la tuberculosis ha sido foco de atenciéon en los ultimos anos,
no solo por el hecho del incremento en el numero de casos, también por las
politicas de comercio que se establecen con otros paises, incluidos los
programas de inocuidad alimentaria, lo cual ha provocado un renovado interés
para el desarrollo y validacion de nuevas alternativas de control y mejores
métodos de diagndstico (Gonzalez-Salazar et al., 2007).

El diagnostico de la tuberculosis se ha basado fundamentalmente en la
identificacion del bacilo tuberculoso, la aplicacién de la tuberculina y con menor
frecuencia el examen histologico; sin olvidar la baciloscopia mediante la tincion
Ziehl-Neelsen siendo una de las herramientas mas importantes para la
deteccidon del bacilo tuberculoso con el inconveniente que requiere 10,000
bacterias y no es especifico para el complejo Mycobacterium. A pesar de ello,
la demostracion del bacilo en cultivo el cual tiene gran sensibilidad, son los
métodos mas usados para el diagnostico (Soto-Ospina, 2002).

Por otra parte, la biologia molecular ha desarrollado herramientas como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para el diagndstico de
enfermedades bacterianas intracelulares y de dificil crecimiento (Diaz-Otero et
al., 2003).



II. OBJETIVOS

Determinar la prevalencia de tuberculosis bovina mediante la deteccion de

Mycobacterium bovis en exudado nasal de ganado lechero.

. HIPOTESIS

La prevalencia de la tuberculosis bovina en ganado bovino lechero de la

Comarca Lagunera es < 0.2 %.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 DESARROLLO HISTORICO

La historia de la tuberculosis es mas antigua que la historia registrada y
que cualquier documento académico. Es parte integral de la medicina. En el
periodo paleolitico la tuberculosis fue una enfermedad endémica entre
animales, especialmente entre mamiferos, posiblemente causada por el
Mycobacterium bovis. Se estima que data de mas de cinco millones de afios,
como enfermedad y el Mycobacterium (Mycobacterium ulcerans) mas de cien
millones de afnos. (Pifiat and Avilan-Rovira, 2007).

La tuberculosis es sin duda una de las enfermedades mas antiguas de la
humanidad. Entre los afos 1907 y 1912 Smith, Rouffer, Fouquet y otros
investigadores comprobaron que los huesos de algunas momias egipcias
presentaban alteraciones debidas a tuberculosis (Araujo and Waard, 2004), asi
encontramos descripciones de la enfermedad en civilizaciones antiguas, como
en Mesopotamia, donde fue considerada “la reina de las enfermedades”. En
Egipto constituydé una de las siete plagas citada en dos oportunidades en el
antiguo testamento, en la India se llamé “consuncién” para significar cuerpo
gastado, los griegos la denominaron tempranamente “tisis” (consuncion),
subrayando su espectacular caracteristica de emaciacién en los casos cronicos
no tratados y en Europa “peste blanca”, representando la primera gran
epidemia que se desarrollé durante todo el siglo XIX y la primera mitad del siglo
XX, que segun el Dr. Frank Ryan, afecté a un billon de personas durante la
primera mitad del siglo XX, segun describié en su libro: “La Olvidada Plaga”
(Pifnat and Avilan-Rovira, 2007; Reyes-Corcho et al., 2004).

Es posible que el primer agente causal haya sido Mycobacterium bovis o
una variante, adquiriendo el hombre la enfermedad al consumir carne o leche
de animales enfermos. Se cree que el Mycobacterium tuberculosis haya
surgido posteriormente, como una mutante de Mycobacterium bovis; en el siglo
XVI Fracastorum hablaba de la transmision y contagio de la enfermedad. Para
1865 Villemin demostré experimentalmente la contagiosidad y transmisibilidad
de la tuberculosis mediante inoculacion de material contaminado proveniente

de pulmones humanos en conejos. El 24 de marzo de 1882, Roberto Koch
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comunicé a la comunidad de fisiologia de Berlin que, mediante colaboracion de
derivado de anilina, habia descubierto el bacilo que producia la tuberculosis,
del material obtenido de lesiones humanas y de bovino (Senado-Dumoy, 1999),
el cual fue aislado en un medio de cultivo de suero y papa; en 1883 Frank Ziehl
y Frederich Neelsen modificaron esta tincion utilizando fuccina, desarrollando
de este modo la tincidn de Ziehl Neelsen que se utiliza actualmente en la
deteccion de Mycobacterium (Soto-Ospina, 2002).

El nombre especifico de “Bacterium tuberculosis” fue propuesto por Zopf
en 1883 y, en 1896, Lehman y Neumann asignaron las especies al género
Mycobacterium. A partir de la observacion de pequenas diferencias entre los
microorganismos aislados en humanos y en ganado, se distinguié entre
Mycobacterium tuberculosis hominis (del latin, hombre) y Mycobacterium
tuberculosis bovis. Las cepas de hominis eran aquellas reconocidas como
causantes de enfermedad pulmonar en el hombre, y las de bovis aquellas
responsables de tuberculosis en el ganado, y que podian dar lugar a
enfermedad extrapulmonar en el hombre, como consecuencia de la ingestion
de leche de vacas infectadas (Prat-Aymerich et al., s/f).

En 1891, como producto exhaustivo de investigacién de mas de 10 afios
encaminado a obtener la cura de la tuberculosis; Koch descubrié una
substancia obtenida evaporando el filtrado de bacilos tuberculosos cultivados
entre 6 y 8 semanas en medio glicerinado, a la que se le denomino el
fendmeno de Koch y la tuberculina (Soto-Ospina, 2002).

En 1902, Valler y Carre notifican sus investigaciones sobre tuberculosis
animal, especialmente bovinos, e introducen la nocion de que la tuberculosis
pulmonar puede contraerse tanto por via digestiva como via respiratoria (Araujo
and Waard, 2004). El primer caso bacteriolégicamente confirmado de
tuberculosis pulmonar bovina se describio en 1909, y las investigaciones
posteriores concluyeron que, entre el 1 y el 3% de los casos de tuberculosis
pulmonar, eran causados por Mycobacterium bovis. El nombre fue oficialmente
asignado en 1970 por Karlson y Lessel (Prat-Aymerich et al., s/f).

En 1906 Calmette revela el principio de la oftalmoreaccion en el
diagndstico de la tuberculosis, utilizando una tuberculina que contiene las exo
y endotoxinas del bacilo, preparada en caldo glicerinado. Para 1921 se aplico

por primera vez en el hombre la vacuna del BCG (Araujo and Waard, 2004).
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Las sospechas que ligaban la tuberculosis no pulmonar de la nifez
debido al consumo de la leche de la vaca fueron destacadas en la literatura
cientifica desde el siglo XIX. Sin embargo, cualquier preocupacion cientifica
referente al acoplamiento entre la infeccidn micobacterial de los bovinos y la
tuberculosis humana fue disipada solamente después de un informe real. Por lo
tanto debido a esto, la tuberculosis de los bovinos en el Reino Unido fue
desafiada, con esfuerzos veterinarios y cientificos. Las medidas empleadas
eran inicialmente voluntarias e inspecciones clinicas rigurosas incluidas con el
retiro del ganado enfermo sospechoso de las manadas. Estas practicas
llegaron a ser obligatorias y fueron suplidas eventualmente con la aplicacién
regular de tuberculina que probaba detectar ganado infectado asi como
programas nacionales de erradicacion para la tuberculosis basado en pruebas,
matanza y restriccion de movimiento de animales de granjas infectadas. Esto
es muy eficaz, pues la enfermedad en ganado se redujo o suprimié en aquellos
paises que participaban, la incidencia de la tuberculosis humana causada por
Mycobacterium bovis, particularmente presentaciones del scrofula en nifios y
jévenes, declino gramaticamente gracias a estas acciones (Neill et al., 2005).

En 1985, debido a la pandemia del SIDA, la tuberculosis se transforma
en un sindrome expansivo tuberculosis-SIDA que con el desarrollo de la
multidrogorresistencia, se presenta en los momentos actuales como un grave
problema de salud publica, especialmente en los paises de bajos recursos

econdmicos (Pifat and Avilan-Rovira, 2007).

4.2 CARACTERISTICAS DE LAS MICOBACTERIAS

Las micobacterias, son bacilos acido-resistentes, su pared celular
contiene 60% de lipidos, 10% de péptido-glicosidos; los fosfolipidos en esta
pared son importantes en su patogenicidad, son bacterias Gram positivas
(aunque con esta tincién no se tifien bien); son resistentes a la desecacion, a
los desinfectantes solubles en el agua y al medio ambiente, a las enzimas de
los lisosomas; son sensibles a los rayos directos del sol y al calor humedo
(SENASICA, s/f).

El género Mycobacterium esta integrado por bacilos largos de 0.2-0.7um

de grosor y 1-10um de longitud o ligeramente curvos en forma de maza,
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inmoviles, aerobios o microaerdfilos, no esporulados ni se encapsulan, con
abundantes granulos citoplasmaticos, que poseen una resistencia mayor a la
tincion por los colorantes comunes, pero una vez tefidos son resistentes a la
decoloracion con una mezcla de alcohol acido, La tincion mas caracteristica de
las micobacterias es la de Ziehl-Neelsen (Rodriguez-Cuns, s/f; Soto-Ospina,
2002).

El complejo Mycobacterium tuberculosis comprende micobacterias de
crecimiento lento causantes de tuberculosis en animales y humanos, dificiles
de diferenciar por métodos bacteriolégicos convencionales, el grupo incluye M.
tuberculosis causante de tuberculosis en humanos; M. bovis que infecta
principalmente el ganado bovino, pero también causa tuberculosis en humanos;
M. bovis BCG, el derivado atenuado de la cepa de M. bovis comunmente
utilizado como vacuna de proteccion contra M. tuberculosis; M. africanum,
especie causante de tuberculosis humana en el continente africano; M. microti,
la cual es patogénica en roedores, recientemente, M. pinnipedii y M. caprae se
han afadido a M. tuberculosis y M. canetti, descrita como una nueva
subespecie de M. tuberculosis reportada en tuberculosis humana (Arraiz et al.,
2006; Prodinger et al., 2005; Singh et al., 2006).

Los miembros de este grupo son micobacterias altamente relacionadas,
que exhiben gran homogeneidad en la secuencia de nucledtidos, a pesar de
sus variaciones en cuanto a poder patdégeno, distribucion geogréfica,
epidemiologia, hospedador preferente y algunas caracteristicas fisiologicas,
tales como la morfologia colonial, patrones de resistencia y susceptibilidad a
inhibidores. La secuencia gendmica de M. bovis tiene mas de un 99,95% de
coincidencia con la de M. tuberculosis. La supresion de informacidn genética ha
dado lugar a un tamano genémico mas reducido. No se han hallado genes
unicos de M. bovis, hecho que implica que es la diferente expresién génica lo
que condiciona el tropismo del bacilo humano y el bovino (Prat-Aymerich et al.,
s/f).

4.2.1 Naturaleza de la envoltura de M. tuberculosis

La envoltura bacteriana provee proteccién y soporte a las bacterias y

también poseen mecanismos que permiten el intercambio de sustancias entre
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la bacteria y el medio ambiente. Hay una marcada similitud tanto quimica como
estructural entre las envolturas de la mayoria de las bacterias. M. tuberculosis y
otras Micobacterias son biologicamente similares a las bacterias Gram+
(aunque frente a la tincion de Gram las Micobacterias son débilmente Gram+ o
no se tifen); pero tienen aspectos distintos. En las Micobacterias, la envoltura
es de naturaleza lipidica en vez de proteinas y lipopolisacaridos, como en otras
bacterias; estando compuesta por la membrana plasmatica, la pared y la
capsula (Rodriguez-Cuns, s/f; Soto-Ospina, 2002).

Membrana plasmatica: cumple basicamente la funcion de proteccion
osmotica y de transporte de iones y moléculas. Esta conformada por una
bicapa de lipidos a la que se le asocian proteinas, lipopolisacaridos y
fosfolipidos (Soto-Ospina, 2002).

Pared celular: La pared celular esta constituida por tres capas, brinda
soporte mecanico y proteccion. Con tinciones convencionales su apariencia es:

- capa interna moderadamente electron-densa, compuesta por el
péptidoglican cuya estructura es similar a la de otras bacterias;

- capa media, mas ancha que la anterior y electrén-transparente,
compuesta por polisacarido, el arabinogalactano, cuyos extremos distales
estan esterificados con acidos grasos de alto peso molecular, los acidos
micdlicos, de tamafo y estructura unica para las Micobacterias (70-90 atomos
de Carbono).

- capa externa de grosor variable, electron-opaca, de la cual no puede
conocerse con las técnicas actuales, su exacta composicion, aunque se le
atribuye una estructura glucolipida (Rodriguez-Cuns, s/f).

La capsula: esta capa externa, constituye la interfase entre la
micobacteria y el huésped; tiene entre otras funciones controlar los
componentes que pueden entrar al interior de la bacteria, protege del ataque
por agentes microbianos, y modula la respuesta inmune del huésped, varia en
grosor y apariencia. Esta constituida por polisacaridos, proteinas y pequefas
cantidades de lipidos (Soto-Ospina, 2002).



4.2.2 Clasificacién y nomenclatura

El género Mycobacterium es el uUnico miembro de la familia
Mycobacteriacae que a su vez pertenece al orden de los Actinomycetes y
suborden Corynebacterineae. Esta familia se caracteriza por tener en su ADN
un contenido de G+C entre 62-70%, similar al encontrado en géneros de otras
bacterias Gram positivas filogenéticamente similares como Nocardia y
Rhodococcu (Soto-Ospina, 2002).

Cientos de especies de micobacterias han sido descritas pero soélo 41 de
ellas han sido incluidas en la “Approved Lists of Bacterial Names”. El género
Mycobacterium se ha clasificado en dos grandes grupos taxonémicos basados
en su velocidad de crecimiento: micobacterias de crecimiento rapido y de
crecimiento lento. Las micobacterias de crecimiento rapido, como M.
smegmatis tienen un tiempo de replicacion entre 2-5 horas, sus colonias crecen
en menos de 7 dias. Por otra parte, las de crecimiento lento que tienen un
tiempo de replicacion de 13 horas aproximadamente, necesitan mas de una
semana para producir colonias bajo condiciones similares (Soto-Ospina, 2002).

De acuerdo a su pigmentacion las micobacterias se pueden dividir en
tres grupos: las fotocromégenas, como M. kansasii y M. marinum, que
necesitan luz para la formacion de sus pigmentos, las escotocromdgenas como
M. gordonae, que producen pigmentacién incluso en la oscuridad, y finalmente
las no cromoégenas, que no sintetizan pigmentos como M. tuberculosis y M.
bovis (Soto-Ospina, 2002).

En 1950, Timpe y Runyon propusieron una clasificacion util de
Mycobacterium en cuatro grupos que se basaba en la velocidad de crecimiento
(rapido o lento, segun sea superior o inferior a una semana), produccion de
pigmento en presencia o ausencia de luz (fotocromoégeno, escotocromédgeno y

no cromogeno) y caracteristicas coloniales (Rodriguez-Cuns, s/f).



Cuadro 1. Clasificacion modificada de la original de Runyon que incluye los
miembros del género Mycobacterium de importancia humana actualmente

(Rodrigues-Cuns, s/f).

Gripos v subgrnipos

Espacies de micobacteras

Patolozia

|. Fotocromogenos de crecimisuto
lenio

M Emmzazi (M. Neapmoganes)
M. azimhcum

Pulmeorar, gangliorar, menmgsa,  osteoarticular,
wrozenifzl, zeveralizada.

I Escotocromogenss  de
cTeCimiento lentn

a

b

C

M Jaeris'

M serafidcem (0 marimim)
. gordomae (M aguag)

M. flavescaus

M szuizal

M. vlearaus

M. xanapi

M simigg (M. habana)

(anzlionar, pulmonar, ostesarticulas

Pulmonar, zanslionar, articular
Curanss

Curanss, roganitsl

Pulmonar

[l 2o cromogeass de crecimisuto
lenio

M. tuberculosis

M boviz (M. boviz BOG)
M. gfricanm

M. avium

M intraceliviare

M gaziri

M nonchromoganicum
M, verrea (M. novim)

M. iriviale

M. haemophilum

M. shimodei

Pulmonar, renal, osteoartoular, meningea, intestial,
ganzlionar, Cutanes, et

Curanes, gavglionar, generalizada.

(zanzlionar, pubmeonar, ostecarticular, ganeralzada.

Pulmoar

Iv. Fotncromogenos de
CTecimierto rapido

M. marmum (M. balner)

Cutznaq, ariculir

V.  Escotocromogenss  de
crecimierto rapido

a

b

M. engbagkii’
M acapuicenze’
M. aurum

M gifvum

M. duvait

M. neamirum

M gadim

M. phivi

M. smesmai;

M. vaccag

M. pargfornuitim
M. thermorrestsiihile

V1. Ko comogenos de crecimisuto
rapido

M. fornanm (M. peregrinum)
M chelgnai
M. cliine

Curanes, pulmonar,
Curanss, pulmonar,

stegartonlar, ocular.
stecartcular meninges,

(=T =]
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4.3 SALUD PUBLICA

Mycobacterium tuberculosis es el agente causal de tuberculosis en
humanos, sin embargo, la transmision zoondtica de de Mycobacterium bovis de
animales a humanos, principalmente a individuos inmunocomprometidos, es de
gran impacto en salud publica (Arraiz et al., 2006), probablemente desde sus
origenes, pero hace 40 afios se tuvo la esperanza de que la poblacién pronto
estaria libre de ella. Ahora que su incidencia aumenta, podemos considerarla
una enfermedad re-emergente (Abalos and Retamal, 2004).

Existen datos incompletos y dispersos respecto de la importancia relativa
de la infeccion por M. bovis en la tuberculosis humana. Esto es debido a que en
la mayoria de los paises, especialmente aquellos en desarrollo, el diagndstico
de la tuberculosis en las personas se hace a través de baciloscopia, para iniciar
pronto un tratamiento y muchas veces no se llega a definir la especie de
micobacteria involucrada en la infeccion (Abalos and Retamal, 2004).

Con 10 millones de nuevos casos y 3 millones de muertes al afo, la
tuberculosis es una de las enfermedades infectocontagiosas mas importantes
del mundo, antecedidas solamente por la malaria y el virus de
inmunodeficiencia adquirido humana, por lo que se mantiene como una de las
enfermedades transmisibles de gran preocupacion y ocupacion para los
sistemas de salud (Mariscal-Mendendez et al., 2005).

En una revisién anterior, se indica que la infeccion por M. bovis podria
llegar a un 3,1%, con una mayor frecuencia de casos extrapulmonares, aunque
en paises desarrollados, donde las prevalencias de tuberculosis bovina son
bajas y el consumo de leche pasteurizada es generalizado, los casos
pulmonares son los mayoritarios. Estudios especificos entregan cifras de
infeccion por M. bovis en personas desde 0,4% a 6,2% en Argentina, menos de
0,5% en Espafa y aproximadamente en el 1% de los casos de tuberculosis
humana en el Reino Unido. En Australia se informa de una media de 9,6 casos
anuales de tuberculosis humana, debida a infecciones por M. bovis, durante un
periodo de 25 afios (Abalos and Retamal, 2004).

Se estima que entre los afios 2002 y 2020 aproximadamente 1.000
millones de personas se infectaran, mas de 150 millones desarrollaran la

enfermedad y 36 millones moriran de tuberculosis (Abalos and Retamal, 2004).
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La tuberculosis bovina constituye un grave problema de salud animal y
humana. El agente causal, Mycobacterium bovis, esta ampliamente distribuido
en México (Estrada-Chavez et al., 2004). Se caracteriza por un periodo de
latencia prolongado entre la infeccion inicial y las manifestaciones clinicas en el
que predomina la neumopatia (aunque también puede afectar a otros érganos)
y una respuesta granulomatosa con inflamacion y lesion de los tejidos (Moran-
Lépez and Lazo-Amador, 2001).

La tuberculosis en humanos es un problema creciente en México; en
1997 se reportaron 7,000 casos, con un crecimiento de 100 % en sélo un ano
para algunos de los estados. Otras dependencias reportan alrededor de 17,000
casos anuales, en la poblacion econdmicamente activa, de 15 a 44 afos.
Factores como el crecimiento de la poblacion suburbana, la pobreza, el VIH y
enfermedades como la diabetes, que debilitan el sistema inmune, han
favorecido el incremento de la prevalencia de la enfermedad (Zendejas-
Martinez et al., 2007).

Existe consenso de que un crecimiento de la incidencia de tuberculosis
bovina aumentaria el riesgo de la tuberculosis zoondtica, siendo mayores los
factores de riesgo asociados al contacto directo con animales enfermos en
paises desarrollados, y al consumo de leche no pasteurizada en paises en
desarrollo (Abalos and Retamal, 2004).

4.3.1 Pérdidas Econdmicas por Tuberculosis Bovina

La tuberculosis sigue siendo una enfermedad infecciosa importante que
ocasiona pérdidas econdmicas importantes en la industria pecuaria sobre todo
en el ganado bovino (Ramirez-Casillas et al., 2004).

Los recursos financieros totales necesarios para la lucha mundial contra
la tuberculosis (para la aplicacion, incluido el desarrollo de capacidades y para
la investigacion) fueron de 2,200 millones de dolares anuales en 2004 y 2005,
con un déficit anual estimado de 800 millones de ddlares (OMS, 2005).

Las pérdidas econdmicas en el ganado son de la siguiente manera:

1. Pérdidas por decomiso parcial o total por reses afectadas 9%.
2. Pérdidas en peso de los animales afectados detectados en produccion
36%.
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Pérdidas en peso de los animales no detectados en producciéon 18%.
Pérdidas en la produccion de terneros 12%.

Pérdidas en la produccion de leche 13%.

Costos de las pruebas tuberculinicas a campo 6%.

Costo del tratamiento en casos humanos 1%.

Disminucion de la fertilidad hasta un 6%.

© ® N o R~

Las vacas en ordefa disminuyen la produccién lactea en un 10% del total
de la produccién lechera.

10.La duracién de las lactancias disminuye a la mitad en la séptima lactancia.
11.Lento aumento del peso del animal o disminucién gradual del mismo.

12.Se pierde en promedio el 15% del peso normal.

13.Como efecto secundario causa reduccion de la inmunidad.

14.La esterilidad aumenta entre el 5% y 10% (Aguilera, 2002).

4.4 TUBERCULOSIS BOVINA

La infeccion por Mycobacterium bovis es la causa de la tuberculosis
bovina, un importante problema de salud en el ganado con potencial zoonético
de transmision a los seres humanos. En el ganado vacuno esta infeccion puede
ser lentamente progresiva, con pocos signos externos de la enfermedad,
haciendo el diagndstico y la erradicacion de la tuberculosis dificil (Meade et al.,
2007).

4.5 ETIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

La enfermedad es causada por M. bovis es un bacilo Gram-positivo, con
potencial de zoonosis que afecta una gran cantidad de especies mamiferas al
que se le relaciona genéticamente con M. tuberculosis, el agente causal de
tuberculosis humana (Garnier et al., 2003; Neill et al., 2005).

La tuberculosis en el ganado puede dar lugar a una enfermedad crénica,
granulomatosa, principalmente de las vias respiratorias. El ganado puede
infectarse de numerosas maneras, con la edad y el comportamiento animal,
ambiente y clima existente, y las practicas de manejo que prevalecen en la

granja tienen influencia significativa. La inhalacion de M. bovis es la ruta mas
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probable y mas importante, pues la distribucion y la patologia de la lesion en
casos del campo demuestran la implicacion predominante de las vias
respiratorias superiores e inferiores y de los nodulos linfaticos asociados (Neill
et al., 2005).

4.6 EPIDEMIOLOGIA

El agente causal de la tuberculosis es un bacilo, cuyas especies mas
comunes son M. tuberculosis, M. bovis y M. africanum (Complejo de
Mycobacterium tuberculosis), pero no son las unicas, ya que hasta la fecha se
han descrito mas de 25 especies de Micobacterias capaces de infectar y
desarrollar TB en el humano (Mariscal-Mendendez et al., 2005).

En términos globales se reportan aproximadamente cada ano, 10
millones de nuevos casos de TB de los cuales tres millones llegan a fallecer, de
forma tal que aproximadamente el 6% de todas las muertes en el mundo son
debidas a esta enfermedad. Se estima que la prevalencia global es superior a
70 por cada 100 mil habitantes aunque es mucho mayor en ciertas zonas
geograficas y grupos de riesgo, como en algunos paises africanos donde llega
a ser de 400 por 100 mil habitantes. En cuanto a incidencia, Africa y Asia
ocupan el primero y segundo. América Latina con 250-300 mil casos nuevos se
ubica en el tercer puesto. Brasil, Peru y México son los paises que tienen las
mayores incidencias. Dentro del contexto de México el comportamiento de la
tuberculosis en los ultimos 10 afios ha obedecido a una disminucién tanto de su
morbilidad como de su mortalidad. De a cuerdo al Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica de la Secretaria de Salud, para el afo 2000 se
reportaron 16,281 casos; 15,269 (2001); 14,310 (2002); 14,852 (2003); y para
el 2004, 13,392. Los estados de Baja California, Chiapas, Nuevo Ledn y
Veracruz, considerados como los de mayores aportaciones (Mariscal-
Mendendez et al., 2005).

14



4.7 INCIDENCIA

4.7.1 Incidencia Mundial

La Tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas que mata a
mas personas en el mundo entero. La mortalidad mundial por tuberculosis es
aproximadamente de 2 millones de personas por afo. Alrededor de 8 millones
de personas en todo el mundo, enferma de tuberculosis cada afio (Nava-Paz et
al., 2005).

Los datos obtenidos por la OMS permiten hacer las siguientes

afirmaciones:

+ Cada segundo una persona es infectada por primera vez por el bacilo
tuberculoso.

» Cerca del 1% de la poblacion mundial es infectada por primera vez por el
bacilo tuberculoso cada afio.

* Un tercio de la poblacion mundial esta actualmente infectada por el bacilo
tuberculoso.

* Del 5 al 10% de las personas infectadas con el bacilo tuberculoso (pero no
infectado con HIV) enfermaran de tuberculosis en alguin momento de su vida
(Nava-Paz et al., 2005).

Para el afno 2002 se produjeron cerca de 2 millones de muertes por
tuberculosis en todo el mundo, siendo la regién del sur-este asiatico quien
aport6 la mayor proporcién con 625 mil, seguida por la regién africana con 556
mil. Las Américas aportaron aproximadamente 6 mil muertes por tuberculosis
(Nava-Paz et al., 2005).
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Figura 1. Incidencia global de la tuberculosis en el afio 2002 (Soto-Ospina,
2002).

4.7.2 Incidencia Nacional

El inventario nacional bovino es de alrededor de 30 millones de cabezas,
de las que poco mas del 93% se dedica a la produccion de carne (y doble
proposito), y casi el 7%, restante, es ganado especializado en la produccion de
leche (CONASA, 2008).

Antes de 1992, la prevalencia de tuberculosis bovina era practicamente
desconocida en nuestro pais, aunque se sospechaba que ésta era alta en
ciertas zonas lecheras ya que era frecuente el hallazgo de lesiones
generalizadas de tuberculosis, en vacas lecheras de deshecho enviadas a
rastro. Se asumia entonces que era baja o nula en la ganaderia de carne
(CONASA, 2008).

A partir del reconocimiento de regiones en Fase de Erradicacion en
1994, por la SAGARPA, se establecieron regiones o estados con una
prevalencia menor al 2 % (CONASA, 2008).

Las exigencias cada vez mas en aumento, para la exportacion de
becerros, motivo la creacion de regiones de “Baja Prevalencia”, las cuales han
ido paulatinamente disminuyendo su prevalencia desde 0.5 % hasta niveles de
0.01 % (CONASA, 2008).

16



Actualmente se encuentran en fase de erradicaciéon 10 estados y parte
de 15 estados.

e Zonas en erradicacion, prevalencia menor a 2 %: Colima, Chihuahua,
Coahuila, Nuevo Ledn, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, Tabasco,
Tamaulipas, Yucatan y parte de Aguascalientes, Baja California,
Campeche, Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Durango, Jalisco,
Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Veracruz, Hidalgo y Zacatecas.

e En Control, prevalencia mayor al 2 % o desconocida: el resto del pais
(CONASA, 2008).

Sin embargo, la prevalencia real de tuberculosis es menor al 2 % en
muchas regiones del pais y esto es mas palpable cuando vemos la clasificaciéon
que para efectos de la exportacion de ganado en pie a los Estados Unidos de

Norte América, otorga el USDA a estas regiones:

e Acreditado modificado avanzado, prevalencia menor al 0.01%: Norte de
Sonora.

e Acreditado modificado, prevalencia menor a 0.1 %: Sur de Sonora, las
regiones clasificadas en la categoria “A” de los estados de Baja
California, Coahuila, Chihuahua, Jalisco- Zacatecas, Nayarit, Nuevo
Leon, Puebla y Veracruz. Adicionalmente todo el territorio de los estados
de Quintana Roo, Sinaloa, Tamaulipas y Yucatan.

e Acreditado preparatoria, prevalencia menor a 0.5 %: Las regiones
clasificadas en la categoria “A” de los estados de Chiapas, Durango,
Guerrero, Michoacan y Tabasco. Adicionalmente todo el territorio del
estado de Colima.

¢ No acreditado, prevalencia mayor a 0.5 % o desconocida: Resto del pais
(CONASA, 2008).
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NOM-031-Z00-1995
Campafia Nacional contra la Tuberculosis Bovina
Publicada D.O.F. el 8 de marzo de 1996
Meodificada el 27 de agosto de 1998
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Figuras 2 y 3. Avances y situacion actual de la tuberculosis bovina en México,
por la NOM-031-ZO0-1995 y la clasificacion del USDA (SENASICA, 2008).
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4.7.3 Incidencia Regional

La Comarca Lagunera constituye una de las regiones con mayor
incidencia, a nivel nacional, en lo que se refiere a casos de tuberculosis. Las
cifras colocan a La Laguna, segun casos reportados, arriba de la media
nacional. En esa region 17 de cada cien personas contraen tuberculosis, de
cada 130 casos que se reportan en La Laguna se registra un promedio anual
de 25 muertes (Gémez, 2005).

4.8 TRANSMISION DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

La principal fuente de transmision de la tuberculosis bovina en las
explotaciones agropecuarias, son los bovinos afectados por esta enfermedad,
los cuales son capaces de trasmitir la enfermedad 90 dias después de haber
adquirido la infeccion; los gérmenes salen al exterior con el aire expirado, los
esputos, las heces, la leche, la orina, las secreciones vaginales y uterinas,
exudados de nodulos linfaticos periféricos, mucosidades nasales y traqueales.
Por lo general los gérmenes penetran en el organismo por inhalacion o
ingestion (Radostits et al., 2002).

La inhalacion es la via de entrada practicamente invariable en el ganado
estabulado y se piensa que también lo es en el que pasta libremente. La
ingestion es posible en praderas a través de la contaminacién con heces del
pasto y los abrevaderos a de los pesebres pero la carga infecciosa debe ser
muy elevada; el agua estancada puede causar infeccion hasta 18 dias de
haberse contaminado con un animal tuberculoso mientras que una corriente de
agua no presenta riesgo (Radostits et al., 2002).

La toma de leche infectada proveniente de una vaca en enfermedad
avanzada. La infeccién intramamaria por el uso de maquinas de ordefo
contaminadas. La alimentacion a bovinos con harinas mal procesadas
provenientes de animales contaminados (Radostits et al., 2002).

La transmision genital puede ocurrir también si se infectan los érganos
reproductivos, pero éste sigue siendo extremadamente raro, al igual que las

infecciones transmitidas congénitas y verticales (Neill et al., 2005).
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4.8.1 Reservorios y Periodo de Incubacion

Los diferentes ecotipos de M. bovis tienen una amplia gama de
huéspedes, y pueden infectar a una gran variedad de especies como tejones,
ciervos, pequeinos mamiferos y diversa vida silvestre y especies domesticas.
Especies exoticas también pueden estar en riesgo mediante la diversificacion
de practicas de cultivo (Taylor et al., 2007).

Los reservorios son de gran importancia ya que son también
responsables de la diseminacién y mantenimiento de la enfermedad, de los
cuales tenemos animales domésticos y especies silvestres infectadas como
son: Tejones (Meles meles) al contaminar los pastos con orina, zarigueya
(Trichosurus vulpecula) en la que se forman adenopatias periféricas que
fistulizan y supuran, el antilope caribu (Odicoileus hemionus), venado cola
blanca (O. virginianus), el alce (Cervus elaphus canadensis), bisonte (Bison
visén), el bufalo (Syncerus caffer), carabao o bufalo de agua (Bulbalis bulbalis),
la oveja, las cabras, los caballos, los cerdos, los perros, los gatos, los hurones,
los camellos, los zorros, las ratas, los primates, las llamas, los elefantes, los
rinocerontes, las ardillas, las nutrias, las focas, las liebres, los mapaches, los
coyotes, leones, tigres, leopardos, y lince (Radostits et al., 2002).

Los tejones y ciervos pueden convertirse en reservorios de la
enfermedad, haciendo de la erradicacion de campo dificil, a pesar de los
riesgos planteados por cada una de las especies son aun objeto de
investigacion y debate. Los seres humanos rara vez son afectados, pero la
gente en algunas profesiones como veterinarios, agricultores y trabajadores de
mataderos pueden estar en una situacion de mayor riesgo (Taylor et al., 2007).

El periodo de incubacién depende del estado inmunoldgico; que
transcurre desde el contagio hasta que sobreviene la reaccion inmunoldgica

especifica variando en un rango de entre 4 y 90 dias (Broglia et al., 2002).
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4.9 PATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

El bacilo tuberculoso no elabora endotoxinas ni exotoxinas, en su lugar,
la enfermedad en si y la destruccion de los tejidos son ocasionados por
productos que elabora el huésped durante la respuesta inmune (Moran-Lépez
and Lazo-Amador, 2001).

La patogenia de la tuberculosis de los bovinos no se entiende muy bien
como lo es para la tuberculosis humana. Como en seres humanos, la
tuberculosis en ganado es muy compleja, implicando una multiplicidad de
interacciones entre el huésped, los bovinos y Mycobacterium bovis dio lugar a
la presentacion y patologia clinica en animales (Tay-Zavala et al., 2003).

Cuando Mycobacterium bovis consigue llegar al alvéolo pulmonar, se
produce una ligera reaccion inflamatoria provocada por éste, al multiplicarse
dentro de los macréfagos alveolares. Dando lugar a dos tipos de reacciones;
(1) la exudativa, caracterizada por la inflamacion aguda o subaguda con
exudado o fluido y acumulacion de polimorfonucleares y (2) la productiva,
donde los macrofagos sufren una dramatica transformacion a células
epiteloides para formar el tubérculo, lesidn caracteristica de la enfermedad
(Tay-Zavala et al., 2003).

Las células polimorfonucleares son rapidamente sustituidas por
macrofagos alveolares. Cuyo un macrofago alveolar puro, desde el punto de
vista inmunitario, envuelve a un bacilo tuberculoso, al principio le suministra el
ambiente nutricional que necesita dentro de su fagosoma, donde el bacilo
sobrevive y se multiplica. La capacidad de estos macrofagos para erradicar por
si solos al bacilo tuberculoso en estas primeras etapas, parece ser muy
escasa, quizas porque su funcion se ve interferida por factores que han sido
atribuidos a diversos componentes de la pared celular del M. bovis que le
permite a éste escapar de la destruccion inducida por las defensas del
organismo, destacandose que:

En primer lugar, esta el factor cordonal, un glucolipido de superficie que
hace que el Mycobacterium bovis crezca in Vitro en cordones con configuraciéon
de serpentina y solo lo presentan las cepas virulentas. La virulencia esta dada

por la capacidad de formar cordones. El factor formador de cordones inhibe la
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migracion de leucocitos. Ademas, la inyeccién del factor cordonal induce la
aparicion del granuloma caracteristico (Moran-Lépez and Lazo-Amador, 2001).

En segundo lugar, el liporabino-manano (LAM), un heteropolisacarido
principal con estructura similar a la de la endotoxina de las bacterias Gram-
negativas, inhibe la activacion de los macréfagos por el y-interferéon. EI LAM
también hace que los macréfagos secreten el (TNF-a), que causa fiebre,
pérdida de peso y lesion tisular, y la Interleucina 10 (IL-10), que suprime la
proliferacion de las células T inducida por las micobacterias (Moran-Lopez and
Lazo-Amador, 2001).

En tercer lugar, el complemento activado en la superficie de las
micobacterias puede dar lugar a la opsonizacién del Mycobacterium y facilitar
su captacioén por el receptor CR3 del complemento existente en los macréfagos
(integrina Mac-1). Asi la micobacteria ocupa una posicién intracelular en los
macréfagos, con lo que aumenta la resistencia microbiana y dificulta la
quimioterapia (Moran-Lopez and Lazo-Amador, 2001).

En cuarto lugar presenta una proteina llamada proteina de golpe de
calor que es intensamente inmunogénica y puede desempefar un papel
importante en las reacciones inducidas por el Mycobacterium, el cual reside en
los fagosomas, que no son acidificados en los lisosomas (Figura 1). La
inhibicion de la acidificacion se ha asociado con la ureasa secretada por el
mismo. Sin embargo el macrofago infectado libera una sustancia que atrae a
los linfocitos T, a continuacién los macrofagos presentan los antigenos de los
bacilos fagocitados a estos linfocitos con lo que se inicia una serie de
reacciones efectoras inmunitarias. A su vez, los linfocitos elaboran citosinas
que activan a los macrofagos, y aumentan su potencial antimicrobiano (Figura
2) (Moran-Lopez and Lazo-Amador, 2001).

Después de algunas semanas aparece la inmunidad mediada por
células T, demostrable por ser positivas a la prueba cutanea con derivado
proteico purificado (PPD). Las células T activadas por las micobacterias
interactian con los macrofagos de tres formas: primero, las células T
colaboradoras CD4+ secretan y-interferébn que activa a los macrofagos para
producir una destruccion intracelular de las micobacterias a través de
intermedios nitrogenados como NO, NO? y NHO®. Segundo, las células T

supresoras CD8+ destruyen los macréfagos infectados por las micobacterias
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asi destruye también las micobacterias. Tercero, las células T doblemente
negativas (CD4- y CD8-) lisan los macréfagos sin destruir las micobacterias. De
esta forma, las defensas del huésped se fortifican a través de las interacciones
complejas que incluyen a los fagocitos mononucleares y distintos subgrupos de
células T. En consecuencia, aparecen mas competentes que inhiben la
multiplicacion intracelular de las bacterias al fragmentarse los macréfagos
facilitan la multiplicacion bacilar, engloban a las micobacterias y limitan el
crecimiento (Moran-Lopez and Lazo-Amador, 2001).

La lisis de los macrofagos da lugar a la formacién de granulomas
caseificantes (reaccion de hipersensibilidad retardada). Estos granulomas
estan constituidos por macréfagos transformados en células epiteloides, que
tiene una mayor capacidad microbicida, y en células gigantes multinucleadas
tipo Langhans, que son macréfagos cuyos nucleos se disponen periféricamente
rodeando al antigeno tuberculoso. Las células epiteloides segregan una
sustancia estimuladora de los fibroblastos que producen colageno vy
contribuyen a limitar la periferia del granuloma mediante un area de fibrosis.
Las micobacterias no son capaces de en este medio extracelular acido carente
de oxigeno, con lo que la infeccidn queda controlada (Moran-Lépez and Lazo-
Amador, 2001).
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Factor cordonal [dizposicion de
cordones

LAM

M. tuberculosis Complemento activado en la
superficie de la micobactena

Proteina de golpe caldrico

Macrafago

Figura 1. Factores atribuidos a la pared celular del complejo Mycobacterium
que le permiten escapar de las defensas del organismo.

FACTORES EFECTOS
Factor cordonal Inhibe migracién de leucocitos
Provoca aparicion de granulomas
LAM Inhibe activacion de macrofagos por vy-
interferén

Hace que los macréfagos secreten:
TNF - a pérdida de peso, lesion tisular

y fiebre
[1 -1 O suprime proliferacion de células
T
Complemento activado en la Facilita su opsonizacion con lo que:
superficie de la micobacteria Aumenta resistencia bacteriana

Dificulta quimioterapia

Proteina de golpe de calor Dificulta quimioterapia

(Moran-Lopez and Lazo-Amador, 2001).

Se conocen 2 formas de infeccion tuberculosa: la primaria que
corresponde a la infeccion inicial por el bacilo, la que se ha explicado
anteriormente, la segunda o de reactivaciéon, que es el resultado de la
reinfeccion exégena o de la reactivacion de la infeccion primaria. Esto puede
deberse a que la cepa del Mycobacterium sea particularmente virulenta o que
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el huésped sea especialmente susceptible. Los granulomas de la tuberculosis
secundaria suelen localizarse en el vértice de los pulmones, aunque también
pueden estar ampliamente diseminados en pulmén, meninges, médula 6sea y
otros érganos. Estos granulomas que no consiguen contener la expansién de la
infeccion de la micobacteria, son la causa principal de la lesién tisular en la
tuberculosis y refleja una hipersensibilidad de tipo retardada. Dos rasgos
caracteristicos de la tuberculosis secundaria, son la presencia de necrosis
caseosa y de cavidades, que al romperse en los vasos sanguineos, extienden
las Micobacterias por todo el organismo, y cuando se abre a las vias
respiratorias liberan Micobacterias infecciosas en aerosoles (Moran-Lépez and
Lazo-Amador, 2001).

‘ ’-_ M. tuberculosis

\ O

"‘Lu >

Péphtido bacilar antigénico
Receptor de células T

. CélulaTCD 4
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LI-EB =y
- - P - '
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& Fagocitosis
lﬁctividad bacterncida

Fig. 2. Consecuencias duales de la activaciéon de los macréfagos (Moran-Lépez
and Lazo-Amador, 2001).



4.9.1 Periodo de Diseminacion

En la tuberculosis secundaria las lesiones por lo general se tornan
necroticas, caseosas y eventualmente aumentan. Con el tiempo la lesion
caseosa se licua lo que produce una cavidad en el pulmén que hace mas
factible la proliferacion de microorganismos. Esta eliminacion de material
caseoso hace posible que la infeccion se disemine a otras partes del organismo
y a su vez son una fuente de infeccion ambiental. Debido a la gran inflamacion
que se produce puede haber hemorragias lo que produce, exudado
hemorragico. En la tuberculosis avanzada, los vasos sanguineos pueden
quedar expuestos en las actividades producidas por la necrosis y el paciente
muere de hemorragia si se produce ruptura de vasos (Garza and Trevifo,
2000).

Una respuesta a la infeccion de Mycobacterium tuberculosis involucra la
produccion de y-interferon por las células T antigeno-especificas que activan
los macrofagos que estan infectados para controlar el crecimiento del bacilo
intracelular. Los bacilos intracelulares resisten las defensas del y-interferén
activado por los macrofagos. La acidificacion del fagosoma es inhibida por el
Mycobacterium y la fusioén del lisosoma ocurre después de la fagocitosis de los

bacilos vivos (Rhoades and Orme, 1997).

4.10 SIGNOS CLINICOS DE LA TUBERCULOSIS EN LOS BOVINOS

La tuberculosis bovina normalmente es una enfermedad debilitadora y
cronica, pero rara vez es aguda y rapidamente progresiva. Las infecciones
tempranas son a menudo asintomaticas en el ganado por muchos afos. Desde
el punto de vista clinico la sintomatologia de la tuberculosis, se caracteriza por
un comienzo lento, es frecuente encontrar debilidad, pérdida de peso, fiebre,
sudoracién nocturna, cefalea y tos persistente. En las fases tardias, los
sintomas comunes incluyen emaciacion progresiva, fiebre, debilidad, e
inapetencia. Los animales con el desarrollo pulmonar normalmente tienen una
tos humeda que es peor por la mafana, durante el tiempo frio, en el ejercicio
puede tener disnea o taquipnea. En algunos animales, se agrandan los ndédulos

linfaticos retrofaringeos u otros, los nédulos agrandados pueden romperse. Asi
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como también pueden obstruir los vasos de sangre, vias aéreas, o el tracto
digestivo. Si el tracto digestivo esta envuelto, pueden verse diarrea intermitente
y estrefiimiento. La mayoria de los casos se descubren las lesiones al
momento de la inspeccion de la canal (Betancourt et al., 2002; FAO, 2004;
Sullivan, 2005).

4.11 LESIONES DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

Las lesiones aparecen generalmente como noédulos firmes, en color
blanco amarillento, y son con frecuencia muy pequefias. Dentro de los focos
infectados, los macrofagos tienen generalmente aspecto distintivo de la célula
del epitelio y se observan a menudo como células gigantes multinucleadas (tipo
de Langhans) formadas por la fusion del macréfago, éste epitelio y las células
gigantes forman el centro de los tubérculos jovenes, que son rodeados
posteriormente por una zona de linfocitos, de células del plasma y de
monocitos. El tubérculo desarrolla una fibroplasia periférica y una necrosis
caseosa central; la mineralizacion se puede observar en el area necrética
caseosa. Las lesiones pueden persistir en ganado, con o sin la progresion, o
quizas se pueden curar totalmente. Se han reportado en la mayoria del ganado
tuberculoso previamente para tener lesiones del tejido pulmonar; sin embargo,
los estudios subsecuentes han demostrado lesiones del pulmdén en solamente
una proporcion pequeia de ganado tuberculoso. Tales lesiones que ocurren
generalmente solas, de tamafio pequefio (diametro <1 cm) y por lo tanto son a
menudo dificil de encontrar. Las lesiones tuberculosas se encuentran con mas
frecuencia posible en los nodos linfaticos bronquiales y/o del mediastino; los
nodulos linfaticos de la regién principal son el segundo sitio frecuente y en
muchos de los casos las son en los nodulos retrofaringeos y submaxilares.
Investigaciones mas recientes han revelado la implicacion de los tejidos finos
como tonsilas. La rareza de estos informes se presenta probablemente por el
numero limitado de las reexaminaciones principales realizadas en ganado
tuberculoso o en la inspeccién del rastro. No solo es comun encontrar lesiones
tuberculosas en los nodos linfaticos mesentéricos solamente ya que resultan

probablemente de la ingestidn de una carga bacteriana pesada, por ejemplo de
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beber la leche infectada o presentarse por difusion de lesiones primarias en
otros sitios (Aguilera, 2002; Diegel et al., 2002; Neill et al., 2005).

La tuberculosis generalizada es caracterizada por las lesiones en
organos tales como higado, rifiones y ubre o en las meninges y las cavidades
serosas que se presentan de lesiones primarias posiblemente en el pulmén o
mesenterio, musculos, ocasionando piogranulomas, caseogranulomas, miositis,

celulitis y mineralizacion (Diegel et al., 2002; Neill et al., 2005).

4.11.1 Formas de Presentacion de la Tuberculosis

La tuberculosis se suele presentar de diversas maneras, tal y como se
describe a continuacion:

Forma pulmonar o localizada: cuyo la unica localizacion es el pulmon.

Forma extrapulmonar: cuyo aislamiento del Mycobacterium en una
unica localizacion (distinta del pulmén, higado, medula 6sea o sangre) sin
evidencia clinica o microbiologica de infeccion tuberculosa en otros 6rganos.

Forma diseminada: cuyo aislamiento del Mycobacterium se realiza en
mas de una localizacidn no contigua, incluido o no el pulmén, o bien
unicamente en la médula 6sea, higado o sangre.

Forma miliar: ademas del aislamiento de Mycobacterium, existen
lesiones tipicas del tamafio de un mijo en el 6rgano afectado. Generalmente se
trata de un diagndstico anatomohistoldgico (Reyes-Corcho et al., 2004).

Forma nodular: se localiza en todos los nédulos linfaticos afectados por
el Mycobacterium, por eso se le denomina de esta manera.

Forma meningea: se presenta en forma de meningitis que involucra las
estructuras de la base craneana. Ademas de los signos propios de
meningismo, existen alteraciones de la conciencia, irritabilidad, paralisis de
nervios craneanos, vomitos y cefalea. Muchas veces la meningitis tuberculosa
es una complicacion de la forma miliar (Araujo and Waard, 2004).

Forma O¢sea: generalmente involucra la columna vertebral,
comprometiendo frecuentemente 2 cuerpos vertebrales. El disco intervertebral
se compromete, estrechando el espacio del mismo nombre. Se forma un
absceso que puede extenderse hacia el psoas. La localizacion mas frecuente

es la décima vértebra dorsal (Araujo and Waard, 2004).
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Forma articular: las articulaciones mas afectadas generalmente son las
que mayor peso soportan. La tumefaccién de las articulaciones se instala
lentamente sin presentar signos clasicos de flogosis como en las artritis
sépticas. Puede existir drenaje a través de fistulas. Puede afectarse cualquier
articulacion, siendo mas frecuentes las de los miembros posteriores y el
hombro (Araujo and Waard, 2004).

Forma ocular: la conjuntivitis generalmente se manifiesta por dolor,
fotofobia lagrimeo y manchas alrededor del limbo esclerocorneal. Puede
ulcerarse la cérnea e infectarse secundariamente. Es producto de una
hipersensibilidad a los antigenos del bacilo y no de una infeccién directa. Otro
proceso es la conjuntivitis tuberculosa. Los tubérculos coroidales a nivel del
fondo de ojo permiten un diagndstico rapido en las formas miliar y meningea.
Otras formas son la panoftalmitis aguda, la uveitis y retinitis (Araujo and Waard,
2004).

Forma cutanea: constituye un pequeno porcentaje de la tuberculosis
extra-pulmonar puede presentarse la infeccidn primaria de la piel a través de
heridas, generalmente acompafiada de adenopatias satélites. Otras lesiones
son los abscesos y el eritema nodoso, genital y pericarditis tuberculosa (Araujo
and Waard, 2004; Baylan et al., 2004).

4.12 DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

Dentro de las estrategias para combatir a la TB (tuberculosis), el
diagndstico representa uno de los pilares importantes debido a que provee la
informacion para que se inicie el tratamiento oportuno y adecuado en un
paciente tuberculoso asi como la identificacion de animales positivos a la
enfermedad (Neill et al., 2005), por lo tanto para efectos de la campafia contra
la tuberculosis se permiten los siguientes métodos de diagnostico publicados
dentro de la NOM-031-ZO0-1995 (SAGARPA, 1995), prueba intradérmica con
Derivado Proteico Purificado (PPD) o tuberculina. Cuando se requiere mayor
sensibilidad, como en casos de alta prevalencia se aplica en el pliegue caudal y
para el caso de requerir mayor especificidad (baja prevalencia) se utiliza la

doble comparativa en el cuello (Estrada-Chavez et al., 2004).
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Usualmente en el diagnéstico de la tuberculosis pulmonar las muestras
mas utilizadas son: esputos, lavados bronquiales, lavados bronquioalveolares,
etc., las cuales presentan flora bacteriana asociada y para ello se necesita de
un método de descontaminacion que permita el aislamiento del bacilo

tuberculoso (Estrada-Chavez et al., 2004).

4.12.1 Prueba de la Tuberculina

La prueba de la tuberculina se hace intradérmica y por lo general es el
método mas utilizado en los bovinos para detectarles tuberculosis. Pero
algunas ocasiones existen animales que no reaccionan a esta prueba y pueden
llegar a dar falsos negativos por lo que estos animales se quedan como sanos
en la explotacién y son un foco importante de infeccion porque eliminan el
Mycobacterium bovis al hato en general (Diaz-Otero et al., 2003).

La tuberculina es un extracto de cultivo de bacilos tuberculosos. Tener
una reaccion a la prueba lo unico que indica es que el individuo ha sido
infectado en algun momento de su vida por una bacteria del complejo
tuberculosis, incluyendo el bacilo vacunal (Moran-Lopez and Lazo-Amador,
2001).

Las tuberculinas autorizadas para efectos de Camparna Nacional contra

la tuberculosis son:

a) PPD bovino: elaborado con Mycobacterium bovis cepa AN5, que se utiliza
en la prueba caudal, cervical comparativa y cervical simple.

b) PPD aviar: elaborado con Mycobacterium avium cepa D4, que se utiliza en
la prueba cervical comparativa, la cual debe contener un colorante llamado
rojo de Ponceau para diferenciarla de la PPD bovina (SAGARPA, 1995).

Prueba anocaudal

Esta prueba se lleva a cabo para probar hatos sospechosos a
tuberculosis bovina, donde se debe limpiar el sitio de la inyeccion evitando el
uso de desinfectantes o productos quimicos que irriten la piel. Previamente a la

inoculacion de la tuberculina, se medira el pliegue anocaudal interno
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(milimetros), los cuales se registran en el protocolo correspondiente
(SAGARPA, 1995).

Si se observa cualquier aberracion de la piel que se pueda confundir con
la lectura del test, se debera inocular en el pliegue anocaudal interno opuesto,
registrandolo en la planilla (SAGARPA, 1995).

Se procede a insertar la aguja intradérmicamente en toda su longitud en
las capas superficiales de la piel, aplicada en el tercio medio del pliegue
anocaudal, a unos 6 cm de la base de la cola y en el centro del pliegue. La
inyeccion se hara con 0.1 ml de tuberculina PPD bovina de 1.0 mg/ml de
concentracion (SENASA, 2000) con un porcentaje de sensibilidad del 72 al
91% y especificidad del 78 al 96% (Estrada-Chavez et al., 2004).

Interpretacion

La interpretacion de los resultados de esta prueba se hace de la
siguiente manera.

P = POSITIVO: un engrosamiento de igual o mayor de 5 mm.

S = SOSPECHOSO: un engrosamiento de 3 o mas y menos de 5 mm.

N = NEGATIVO: un engrosamiento menor de 3 mm (Torres, 2004).

Prueba cervical simple

Esta prueba se empleara para probar hatos en los que se conoce la
existencia de M. bovis; o bien, para probar ganado que estuvo expuesto directa
o indirectamente con hatos infectados con M. bovis; se debe rasurar el area
donde se inoculara la tuberculina en el tercio medio superior del cuello. El sitio
de aplicacion sera aproximadamente 10 cm debajo de la cresta. Esta prueba se
aplica mediante la inoculacion intradérmica de 0.1 ml de PPD bovino en la
region media cervical, haciendo la lectura el mismo Médico Veterinario que
aplicé la prueba mediante la observacién y palpacion del sitio en donde se
practicd, realizandose a las 72 = 6 horas posteriores a su inoculacion
(SAGARPA, 1995).
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Interpretacion

En esta prueba existen solo dos clasificaciones:
P = POSITIVO: un engrosamiento de la piel de igual o mayor de 3 mm.
N = NEGATIVO: un engrosamiento menor de 3 mm.

No existe la clasificacién de sospechoso (Torres, 2004).

Doble comparativa

Se debe rasurar el area donde se inoculara la tuberculina en el tercio
medio superior del cuello. El sitio de aplicacién superior sera cerca de 10 cm
debajo de la cresta, el sitio inferior sera aproximadamente de 13 cm debajo de
esta aplicacion, se hace inoculando intradérmicamente de 0.1 ml de PPD aviar
y 0.1 ml de PPD bovino. Previo a la inoculacion, se levanta un pliegue de piel
en el centro de las areas rasuradas y se procedera a medir el grosor de éstos,
utilizando el cutimetro. El registro final de las medidas debera redondearse
segun el siguiente criterio: de 6.2 baja a 6.0; 6.3 sube a 6.5; de 6.7 baja a 6.5;
de 6.8 sube a 7; debiendo registrarse los valores en los formatos para prueba
cervical comparativa. El PPD aviar se inocula intradérmicamente en el area
rasurada superior y el PPD bovino en la inferior. La lectura de esta prueba se
realizara 72 horas (x 6 horas), midiendo con el cutimetro el grososr de las
reacciones, éstas seran anotadas en el formato oficial de la prueba cervical
comparativa, sustrayendo el valor de la primera lectura al de la segunda; una
vez realizada esta operacion se procede a graficar los valores obtenidos tanto
de PPD aviar como del bovino y el punto de interseccion dara el resultado de la
prueba. De acuerdo a la grafica oficial se interpretara los resultados
(SAGARPA, 1995).

Interpretacion

Por diferencia en milimetros anterior y posterior a las inoculaciones
determina la respuesta final de cada PPD.
La interpretacion esta basada en el tamafio de la respuesta de la

tuberculina bovina comparada con la aviar.
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A nivel individual, para interpretar la prueba comparativa, se considera
reaccionante positivo, aquel bovino con 4 mm o mas de respuesta a la PPD

bovina que a la PPD aviar.

Cuadro 2. Interpretacion de las medidas de la tuberculina doble comparativa.
(SAGARPA, 1995; Torres, 2004)

PPD Bovino PPD Aviar Respuesta
+ de 4mm 0 Positiva

+ de Tmm 0 Sospechosa
=0< 0 Negativa

4.12.2 Analisis Histopatoldgico

Se debera utilizar la tincidn de hematoxilina-eosina. Esta técnica permite
identificar cualquier cambio morfolégico de los tejidos, asi como la presencia de
los granulomas. Ademas pueden utilizarse las tinciones de Ziehl Neelsen y en
cortes o improntas realizados con el material sospechoso a bacilos acido
alcohol resistentes (Estrada-Chavez et al., 2004; SAGARPA, 1995).

4.12.3 Baciloscopia

A través del examen directo de la muestra y coloracién con la técnica de
Ziehl-Neelsen, no es 100% confiable, pues el bacilo no siempre es detectado
en las muestras clinicas examinadas (Nava-Paz et al., 2005).

La baciloscopia es en la mayoria de los laboratorios, la técnica
tradicional para el diagnostico de enfermos con tuberculosis pulmonar que son
baciliferos, esto es, que son fuente de diseminacion de la enfermedad; tiene
menor sensibilidad que el cultivo, ya que para obtener un resultado positivo
requiere que la muestra presente, como minimo, 5,000-10,000 bacilos/ml de
expectoracion para que tengan un 50% de posibilidades de ser detectados al
microscopio; sélo cuando el numero de bacilos alcanza a mas de 100.000 por
ml. de expectoraciéon, podemos esperar que las baciloscopias sean

consistentemente positivas, y se estima que la mitad de los 10 millones de
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casos reportados anualmente, son infecciones pulmonares y extra-pulmonares
baciloscopio negativas (Broglia et al., 2002; Mariscal-Mendendez et al., 2005;
Nava-Paz et al., 2005).

Utilizando la tincion fluorescente, este numero puede ser tan bajo como
1.000 bacilos por ml. El rango de sensibilidad de la baciloscopia, oscila entre
50-80% y la especificidad es virtualmente del 100% (Nava-Paz et al., 2005).

4.12.4 Analisis Microbiologico

a) Examen directo: mediante la tincion de Ziehl Neelsen para
microorganismos acido alcohol resistentes en frotis realizados con el
material sospechoso. En caso de ser una muestra positiva, con esta
tincién se observaran bacilos tefiidos de color rojo. Puede utilizarse la
microscopia de fluorescencia mediante la tincion con auramina-
rodamina, auramina acridina o auramina fenol, que tifie a la bacteria
de color verde brillante.

b) Examen indirecto: cultivo, aislamiento e identificacion del
Mycobacterium, a través de la siembra de material sospechoso en
medios especiales como Herrolds con o sin huevo, Middlebrook,
Stonebrink, Petragnani, ATS y Lowenstein Jensen (SAGARPA,
1995).

4.12.5 Cultivo Microbiano

El cultivo de M bovis constituye el procedimiento oéptimo para el
diagndstico confirmativo de TB, pero requiere mucho tiempo, tiene poca
sensibilidad y también se obtienen resultados falsos positivos (Romero-Tejeda
et al., 20006).

Es el método de eleccion para el diagnostico e identificacion del bacilo,
ya que es la técnica de mayor sensibilidad en la deteccién de M. tuberculosis
por requerir la presencia de solo 10 bacilos/ml en la muestra para obtener un
resultado positivo. En las formas de tuberculosis extrapulmonar es quizas la

unica forma de diagndstico bacterioldgico disponible (Broglia et al., 2002).
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Existen diferentes medios de cultivo para el aislamiento de
micobacterias, que garantizan un buen soporte nutritivo para su crecimiento.
Estos pueden ser solidos o liquidos, selectivos y no selectivos. Los medios
sélidos pueden ser elaborados a base de huevo o agar. Los medios basados
en huevo se caracterizan porque contienen verde de malaquita, que inhibe el
crecimiento de la flora bacteriana asociada, pueden guardarse refrigerados por
largo tiempo, resisten la desecacion y garantizan el crecimiento de la mayoria
de las Micobacterias, entre ellas M. bovis, ya que se desarrollan en forma
adecuada en medios sintéticos simples que contengan una fuente de carbono,
nitrdgeno e iones de metales esenciales como hierro y magnesio. Sin embargo,
para el aislamiento a partir de muestras clinicas se requiere de medios mas
complejos, a base de papa-suero, agar-suero o huevo. Los integrantes del
complejo TB y la mayoria de las Micobacterias capaces de infectar al hombre
tienen un crecimiento muy lento, dado por una tasa de duplicacion de
aproximadamente 18 horas, por lo tanto se requiere un periodo de incubacién
que puede durar entre 3 y 6 semanas, a 37 °C. Aunque son aerobios estrictos,
el incremento de la tension de CO2 puede favorecer la velocidad de
crecimiento. El pH optimo de crecimiento es 7, pero pueden crecer en pH que
oscilen entre 6 y 7.6 (Araujo and Waard, 2004).

4.12.6 El Medio de Cultivo Middlebrook 7H10

Este medio es semisintético con base de agar siendo uno de los mas
utilizados. Debido a la alta hidrofobicidad de la pared de las Micobacterias
tienden a crecer en este medio (Soto-Ospina, 2002).

El medio de Middlebrook 7H10 es un medio sélido que da facilidad para

la recuperacion y cuantificacion de Mycobacterium (Neill et al., 2005).

4.12.7 Sistema BACTEC

El sistema BACTEC comenzd en la década de los 70’s, inicialmente
utilizando técnicas radiométricas y posteriormente desarrollando técnicas
fluorescentes; en la actualidad se utilizan censores fluorescentes, que permiten

el monitoreo continuo de las botellas las cuales se agitan e incuban
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automaticamente detectando la cantidad de bidéxido de carbono que se genera
por la respiracion de las bacterias. Este sistema ofrece crecimiento de
microorganismos aerobios y anaerobios asi como resinas para inactivacion de
antibidticos, ademas permite la recoleccién directa con un vacutainer de
microorganismos para cultivo con mayor seguridad y nula contaminacién (Paz-
Oplustil et al., 2001; Ynterian, 2000).

El método radiométrico, permite disminuir a 10-15 dias las primeras
lecturas positivas, disminuye el tiempo de estudio de sensibilidad a drogas y
permite diferenciar rapidamente entre Micobacterias tuberculosas y otras
Micobacterias. Sus desventajas son el mayor costo, mayor complejidad en
aparatos de bioseguridad, mayor contaminacion si no se maneja bien y riesgo

para el personal (Broglia et al., 2002).

4.12.8 Pruebas Seroldgicas

Pruebas de ELISA (Inmunoabsorbencia Ligada a Enzimas) indirecto,
para la deteccidn de anticuerpos séricos. Posee baja sensibilidad, pero es muy
fiable en la deteccién de vacas “anérgicas” a las pruebas de la tuberculina y y-
interferon. En su forma “anamnésica” incremente notablemente su sensibilidad
(> 90%) y su fiabilidad en la deteccién de animales “anérgicos”. Se han
introducido varias pruebas (ELISA, Radio Inmunoensayo [RIA], aglutinacién del
latex) para el diagndstico serolégico de la enfermedad micobacteriana activa.
No obstante, las pruebas para detectar los antigenos micobacterianos o los
anticuerpos especificos son inespecificos e insensibles. Se han conseguido
resultados mejores mediante el uso de antigenos altamente purificados para el
diagndstico de la meningitis tuberculosa. Sin embargo, estas pruebas solo

tienen utilidad en la enfermedad cronica y extensa (Garza and Trevifio, 2000).

4.12.9 Prueba del Interferon-gamma (BOVIGAM®)

En la década de los noventa del siglo pasado, se desarrollo una prueba
simple y rapida para detectar bovinos tuberculosos, esta prueba evalua la
inmunidad celular mediante la deteccion del IFN-y en respuesta a un antigeno

especifico bajo un sistema de cultivo con sangre completa. En general, un
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animal infectado con M. bovis, tiene en la sangre linfocitos que reconocen
antigenos micobacterianos presentes en el PPD; como resultado inducen la
secrecion del IFN-y, que puede ser detectado por un ensayo inmunoenzimatico
empleando anticuerpos mononucleares (Diaz-Otero et al., 2003).

Se ha desarrollado para detectar y cuantificar la liberacién de citoquinas
cuando toda la sangre es cultivada con las tuberculinas bovina y aviar. Los
resultados de infecciones experimentales de ganado que se indica el ensayo
podria detectar la infeccidén tan pronto como 14 dias post-infeccidn, y antes de
la prueba de la tuberculina (Gormley et al., 2005).

Esta prueba es comercial para medir el interferon gamma (IFN-y)
(Bovine Gamma Interferon Test- BOVIGAM®). La prueba consiste en incubar
sangre completa de bovinos sospechosos de tuberculosis diagnosticados con
PPD bovina y PPD aviar, bajo condiciones especiales. Si el animal ha estado
en contacto con el microorganismo, sus linfocitos liberaran interferon gamma, el
cual sera detectado a través de un sistema de ELISA sandwich, donde los
anticuerpos anti-gamma interferéon unidos a una placa de 96 pozos capturan el
gama interferén bovino. La reaccién se detecta por la adicién de un anticuerpo
especifico anti-gama interferén conjugado a una peroxidasa, la cual reacciona
con un substrato produciendo color. Estudios muestran que esta prueba en
general tiene una sensibilidad y especificidad mas alta que la prueba de
tuberculina (Ward, 2005).

La prueba del IFN-y posee una serie de ventajas adicionales para el
diagndstico de tuberculosis bovina:

a) Se manipulan los animales una sola vez

b) Se puede repetir la prueba tantas veces cuando sea necesaria

c) La prueba es comparativa y excluye aquellos animales que puedan

reaccionar por infecciones con micobacterias atipicas no patégenas

d) El plasma obtenido del animal para el diagnéstico de tuberculosis
bovina puede ser utilizado para el diagnéstico de otras enfermedades como
Leptospirosis, Brucelosis, etc.

Las desventajas son que la prueba es relativamente cara y necesita un
laboratorio para procesar las muestras. La prueba del IFN-y se utiliza como
prueba de diagndstico complementario o confirmativa en paises como
Australia, Nueva Zelanda y los EEUU (Ward, 2005).
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4.12.10 Diagnostico Molecular por PCR

La necesidad de disenar métodos rapidos y precisos que permitan
diferenciar entre M. tuberculosis y M. bovis ha conducido al desarrollo de
estrategias de identificacién genotipica (Arraiz et al., 2006).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) amplifica por medio de
enzimas una region del material genético especifico para el microorganismo, el
cual puede ser entonces visualizado por técnicas bioquimicas (Ward, 2005).

Existen hoy dia técnicas basadas en la biologia molecular que han
demostrado su eficacia en la caracterizacion molecular de cepas, tanto de M.
bovis como de M. tuberculosis; una de estas técnicas (spoligotyping) se basa
en la amplificacién por PCR de la region DR, un locus unico y altamente
polimdrfico presente en el cromosoma de las micobacterias del complejo M.
tuberculosis. Esta region contiene multiples secuencias repetidas de 36 pares
de bases (pb) separados por espacios intersecuenciales de una longitud de 35
a 41 pb. Al producto de la PCR de cada aislado individual se le permite
hibridarse a 37 secuencias espaciadoras de M. tuberculosis H37Rv y seis
secuencias espaciadoras de M. bovis BCG P3. Después de la hibridacion y la
deteccion pueden identificarse las secuencias espaciadoras que son comunes
al aislado y el conjunto de los oligonucleétidos espaciadores. Por lo tanto, la
técnica establece el diagnostico de la presencia del agente etioldgico y también
determina la diferenciacion de la especie (M. tuberculosis/M. bovis) y la
diferenciacién de cepas dentro de cada especie (Pérez-Guerrero et al., 2008).

Uno de los ensayos propuestos inicialmente, se disefio basandose en el
hecho de que M. tuberculosis contiene en su genoma mayor numero de copias
del elemento de insercion 1S6110 que M. bovis, sin embargo, estudios
posteriores demostraron que algunas cepas de M. bovis tenian alto numero de
copias de 1S6110 y a su vez, algunas cepas de M. tuberculosis exhibian bajo
numero de copias de este elemento de insercion. Otro intento resulto del
estudio del gen mtp-40, el cual presumiblemente estaba presente en M.
tuberculosis y presente en varias cepas de M. bovis. En estudios posteriores se
han incorporado otros marcadores genéticos para diferenciar entre M.
tuberculosis y M. bovis, destacandose el disefio de ensayos de PCR que se

basan en la caracterizacion de polimorfismos de DNA que dependen de la
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presencia o no de regiones espaciadoras localizadas entre dos secuencias
(Arraiz et al., 2006).

La PCR para el gen que codifica la proteina MPB70 ha mostrado buena
sensibilidad y excelente especificidad en el diagndstico de tuberculosis en
humanos y bovinos. Se ha demostrado presencia de una sola copia de este
gen en cepas de M. bovis y bacterias del complejo M. tuberculosis, asi como su
ausencia en 24 especies diferentes de micobacterias y en otros géneros
bacterianos. Otras técnicas dirigidas contra secuencias de insercion (IS) que
han sido cuestionadas por su especificidad a diferencia de la PCR contra
MPB70. Sin embargo, es necesario instrumentar esta técnica en muestras de
tejido, analizando su sensibilidad y especificidad bajo distintas situaciones
epidemioldgicas. La instrumentacion de una PCR altamente sensible y
especifica para confirmar el diagnéstico de TB, permitiria obtener resultados en
pocas horas, en comparacion con el cultivo que requiere usualmente meses
(Estrada-Chavez et al., 2004).

Varios kits diagnosticos basados en esta tecnologia estan disponibles en
el mercado, sin embargo son costosos y la sensibilidad (falsos negativos por
inhibicion de la reaccién) y especificidad (falsos positivos por contaminacién

cruzada) son objeto de discusién en la literatura cientifica (Ward, 2005).

Ventajas de la PCR

Tedricamente la PCR origina el doble del ADN blanco por cada ciclo. En
la practica se alcanza un factor de amplificacion entre 10° a 10® de 30 a 40
ciclos. La PCR es extremadamente sensitiva. Bajo condiciones artificiales es
posible obtener una copia del acido nucleico. En la practica clinica el umbral de
deteccion es de 10 a 1,000 copias de acido nucleico, produce resultados
rapidos en promedio de uno a dos dias. Es aplicable en un gran campo como:
clinica, patologia, muestras forenses (Frothingham, 1996).

El ADN es una molécula muy estable y la PCR puede ser usada con
éxito en tejidos fijados en formalina, inactividad bacteriana en cultivos vy
muestras arqueoldgicas. Muchas veces proporciona una deteccidn vy
caracterizacion simultanea de microorganismos, basandose en el analisis de
amplificacion de las secuencia de sus ADN entre los dos primers (Frothingham,
1996).
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Limitantes de la PCR

La contaminacion es un importante problema de diagndstico para la
PCR; tipicamente la PCR produce millones a billones de copias de de un
segmento de ADN por amplificacion. Los productos de la PCR son una fuente
de futuras reacciones a partir del ADN blanco. Ello puede ser transferido
accidentalmente a una nueva muestra o contaminar los reactivos de la PCR.
Los productos de la PCR son totalmente estables en el laboratorio resisten el
medio ambiente, enjuague e incluso la autoclave. Una vez contaminados los
productos de la reaccion es dificil de eliminar el problema (Frothingham et al.,
1992).

Las limitaciones en el uso de la PCR en el diagndstico de tuberculosis en
estudios histopatologicos son las alteraciones fisicas y quimicas del ADN que
afectan la sencivilidad y especificidad de la PCR (Giulia., 1998).

Factores que inhiben la amplificacion de los acidos nucleicos por PCR
estan presentes dentro de los ADN blancos de muchas fuentes. La inhibiciéon
actua en uno o mas de tres puntos esenciales en la reaccion de la siguiente
manera: ellos interfieren con la lisis celular necesaria para la extraccién de
ADN, interfieren por la degradacion o captura del ADN, e inhiben a la actividad
de la polimerasa. A pesar de que una amplia gama de inhibidores se han
reportado, la identidad y modos de accion de muchos de ellos permanecen sin
conocerse. Estos efectos pueden tener implicaciones importantes en las
investigaciones de salud publica y en lo clinico, especialmente si las muestras
involucran alimentos o muestreos ambientales. Los inhibidores comunes
incluyen varios componentes de los fluidos corporales y reactivos encontrados
en las ciencias clinicas y forenses (por ejemplo, hemoglobina, urea y heparina),
constituyentes de alimentos, (compuestos organicos y fendlicos, glucégenos,
grasas y Ca®"), y compuestos ambientales (compuestos fendlicos, acidos
huamicos y metales pesados). Otros inhibidores de una amplia distribucion
incluyen constituyentes de las células bacteriales, DNA no blancos y
contaminantes y componentes en el laboratorio como por ejemplo polen, polvo

de los guantes, utensilios de plastico y celulosa del laboratorio (Wilson, 1997).
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4.13 CONTROL Y ERRADICACION DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

En la mayoria de los paises desarrollados del mundo, la enfermedad en
animales estabulados es controlada en la actualidad relativamente bien y las
precauciones suplementarias de la inspeccion de la carne y de la
pasteurizacion regulada de la leche han reducido al minimo el riesgo de la
infeccion humana de M. bovis (Neill et al., 2005).

En paises en desarrollo la tuberculosis bovina se caracteriza por ser una
enfermedad de patron endémico, cuya prevalencia es variable segun areas
geograficas y tipos de produccion. Entre los paises desarrollados los
programas de control han tenido resultados variables y en algunos casos, las
incidencias vuelven a elevarse debido a la presencia de reservorios silvestres
de la infeccion y movimientos de ganado portador no detectado oportunamente.
En América Latina la mayoria de los paises emprenden iniciativas de control de
la tuberculosis, pero aun asi se estima que un 24% de la poblaciéon bovina no
esta bajo ningun sistema de control de la enfermedad (Abalos and Retamal,
2004).

La estrategia en zonas de baja prevalencia (ganado de carne) son: el
diagnodstico y sacrificio de animales positivos, la cuarentena de los hatos
infectados, la vigilancia epidemiolégica en rastros y mataderos y la
constatacion de hatos libres. En zonas de mediana y alta prevalencia (ganado
lechero y doble propésito) son: el diagnéstico, sacrificio o segregacion de
reactores, cuarentena de predios positivos, vigilancia en rastros, aplicacion de
medidas de bioseguridad y el manejo de hatos infectados (SENASICA, 2008).
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Cuadro 3. Situacion actual de erradicacion y control de la tuberculosis bovina
en México (SENASICA, 2008).

ERRADICACION CONTROL
AGUASCALIENTES (A) IAGUASCALIENTES (B)
BAJA CALIFORNIA (A) BAJA CALIFORNIA (B)
CAMPECHE (A) CAMPECHE (B)
CHIAPAS (A) CHIAPAS (B)
DURANGO (A) DURANGO (B)
GUANAJUATO (A) GUANAJUATO (B)
GUERRERO (A) GUERRERO (B)
JALISCO (A1) (A2) (A3) (A4) JALISCO (B)
MICHOACAN (A) MICHOACAN (B)
NAYARIT (A) NAYARIT (B)
OAXACA (A1) OAXACA (B)

PUEBLA (A1) (A2) (A3) PUEBLA (B)
TABASCO (A) TABASCO (B)
ZACATECAS (A) ZACATECAS (B)
COAHUILA (Excepto La Laguna) [BAJA CALIFORNIA SUR
COLIMA DISTRITO FEDERAL
CHIHUAHUA MORELOS

NUEVO LEON SAN LUIS POTOSI
QUINTANA ROO QUERETARO
SINALOA HIDALGO

SONORA MEXICO
TAMAULIPAS TLAXCALA
VERACRUZ

YUCATAN 05/09/2007

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América, ha
reconocido 21 regiones de baja prevalencia en tuberculosis bovina, de las
cuales 11 regiones pueden exportar con una sola prueba de tuberculina del
lote, 9 regiones con prueba de hato y de lote y una regién que no requiere
prueba de tuberculina para exportar ganado castrado a los Estados Unidos
(SENASICA, 2008).
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Cuadro 4. Clasificaciéon de los Estados o Regiones por el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) en relacion a Tuberculosis Bovina
(SENASICA, 2008).

Estados o Regiones de ofigen Clasificacién de USDA Requisitos de mowlizacion pg;::::;:acién a los EUA de Bovinos
Morte de Sonora Acreditado Modificado Avanzado |Mo requiere pruebas de tuberculina
Sur de Sonora Puehla (A1, AZ) Acreditado Modificada Requiere prueba de tuberculing al lote a movilizar
Baja California [ﬁ] Quintana Roo
Coahuila (A) Sinaloa
Chihuahua (A) Tamaulipas
Jalisco (A1)-Zacatecas (4) Yucatan
Naryant (A) Weracruz (A)
Mueso Ledn (&)
Calima Michoacan (4) Acreditado Preparatorio Reguiere prueba de tuberculing &l hato de origen
Chiapas (&) Tabasco (A) y al lote @ movilizar.
Durango (A)
Guemero (A)
Aguascalientes (A4) Jalisco (A2, A3y B)
Aguascalientes (B) Maryarit (B) No Acreditado Movilizacion para exportacion solo a sacrificio
Baja California (B) Nuewva Ledn (B) inmediato
Baja California Sur México
Campeche (&) Michoacan (B)
Carmpeche (B) Morelos
Chiapas (B) Oaxaca
Chihuahua (E1, B2 B3) Puehla (B)
Coahiila (B1y B2) Quertarn
Coahuila (La Laguna) San Luis Potosi
Distrio Federal Tabasco (B)
Durango (La Laguna) Tlaxcala
Guanajuato Weracruz (B)
Guemero (B) Zacatecas (B)
Hidalgo

16 de noviembre de 2007

Estrategias de la Campana:

Difusién y promocion de la Campana.

Capacitacion de personal.

Diagnéstico de campo (Probar al 100 % de los hatos).

Aplicacion de cuarentenas en hatos infectados.

Eliminacion e indemnizacion de reactores.

Inspeccidn en rastros para confirmar y detectar nuevos casos.
Control de la movilizacion.

Reconocimiento y proteccidn de regiones de baja prevalencia.
Certificacion de hatos libres de la enfermedad (SENASICA, 2008).

© © N o o bk~ w N~

El control de la tuberculosis bovina esta basado en un diagndstico oportuno y la
eliminacién de los animales infectados, junto con la prevencion de la
diseminacion de la infeccidn tanto dentro como hacia fuera de los rebafios. Al

igual que el control de la tuberculosis humana, las acciones deben
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complementarse con un seguimiento, contencién y vigilancia de los animales

contactos expuestos en el rebafio (Abalos and Retamal, 2004).

4.13.1 Vacunacioén y Tratamiento

El tratamiento en la actualidad se utiliza principalmente para humanos ya
que los bovinos tienen un tiempo muy corto de vida, y los que se encuentran
positivos a la enfermedad se espera a que no sea rentable su produccion y se
mandan a sacrificio; en el pasado, a las personas que padecian tuberculosis,
se les aislaba en sanatorios, previniendo asi la diseminacion de la enfermedad;
ademas se trataba por colapso de pulmédn, lo cual era eficaz (Araujo and
Waard, 2004).

El descubrimiento de la quimioterapia efectiva para erradicar la tisis
(nombre por el cual se conocié durante mucho tiempo la enfermedad) trajo
consigo la creencia que la tuberculosis seria facilmente erradicable. Sin
embargo, el tiempo se encargd de demostrar lo contrario y la conjuncién de
factores psicosociales, epidemiolégicos, administrativos, operativos han
permitido que la tuberculosis continue y se halla transformado, actualmente, en
una verdadera plaga para el hombre (Nava-Paz et al., 2005).

Actualmente se estan evaluando en el Ganado diferentes tipos de
vacunas que estan en desarrollo, basadas en microorganismos Vivos
atenuados, microorganismos muertos, vacunas subunitarias compuestas por
proteinas o glicoproteinas purificadas y vacunas de DNA (Gonzalez-Salazar et
al., 2007).

Dentro de las vacunas con mayores posibilidades estan los preparados
de extracto proteinicos de filtrado de cultivo (CFPE), que contienen proteinas
de M. bovis o M. tuberculosis, pues son buenos estimulantes de células T en
ratones y ganado experimentalmente infectados con tuberculosis; han
demostrado que pueden inducir altos niveles de proteccién contra desafios
aerogenos con M. tuberculosis y M. bovis. Se ha observado que las
micobacterias vivas son mas eficientes en la generacién de la resistencia
adquirida especifica, comparada con las preparaciones de micobacterias
muertas. El objetivo de usar proteinas especificas que estimulen respuesta

inmune protectora para la tuberculosis, es que no inducen reacciéon a la prueba
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de tuberculina y la efectividad de la vacuna puede no estar influida por previa
sensibilizacién de micobacterias ambientales (Gonzalez-Salazar et al., 2007).

La vacuna utilizada extensivamente para proteger a las personas contra
la tuberculosis, conocida como BCG (bacilo de Calmette y Guérin), proviene de
una cepa atenuada de M. bovis, preparada con bacterias vivas liofilizadas, y
hoy en dia, ante la falta de mejores expectativas, se considera junto con el uso
de la biologia molecular, como modo de proteccién del ganado y especies
silvestres para desarrollar inmunidad protectora y diferenciar simultaneamente
la respuesta vacunal de la infeccion natural. Sin embargo, se estima que los
primeros avances en lograr un producto eficiente estaran disponibles alrededor
de 2010 (Abalos and Retamal, 2004).

Desde el desarrollo de esta vacuna, en 1906, se le ha experimentado en
el ganado, sin embargo, la proteccion ha sido de corta duracion y muchas
veces se ha observado que la BCG no protege contra la infeccion natural, pero
si contra infecciones experimentales. Se ha visto que la vacunacion funciona a
menudo en zonas de alta prevalencia, pero los becerros recién nacidos
pudieron haber sido expuestos a M. bovis, antes de la vacunacién, a través del
consumo de leche de vacas con mastitis tuberculosa (Abalos and Retamal,
2004).

Una serie de experimentos en los pasados diez anos indica que una
dosis de BCG con 104-106 unidades formadoras de colonias (UFC),
administradas subcutaneamente en becerras recién nacidas, inducen niveles
significativos de proteccion contra desafios con M. bovis virulentos. La
vacunacion de animales con BCG en el nacimiento tiene eficacia de 100% de
proteccion contra el desarrollo de lesiones macroscopicas, cuando éstos son
vacunados a las seis semanas tiene una eficacia de 90% (Gonzalez-Salazar et
al., 2007).

Adicionalmente a la vacunacion se estan utilizando inmunomoduladores
con la finalidad de aumentar la intensidad de la respuesta, principalmente de
tipo celular. Dentro de los inmunomoduladores considerados mas importantes
se encuentran los interferones (IFN), que constituyen una familia de proteinas
producidas por las células nucleadas en respuesta precoz, anterior incluso a la
respuesta antigénica, a las infecciones viricas u otros estimulos (bacterias,

endotoxinas, mitégenos) (Gonzalez-Salazar et al., 2007).
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Asimismo, estudios realizados en modelos animales y en el humano
muestran que la administracion exdgena de IFN-y, durante la inmunizacion,
incrementa la respuesta inmune celular, comprometida en la eliminacién de
bacterias intracelulares, debido a que se favorece tanto la presentacion de las
células T CD4+ especificas y T CD8+ citotdxicas, entre otras funciones
(Gonzalez-Salazar et al., 2007).

Actualmente, la base del tratamiento contra la tuberculosis, son los
antibidticos, para lo cual debe tomarse en cuenta lo siguiente:

1. Las micobacterias son bacterias intracelulares, por lo que solo
deben utilizarse antibidticos que se acumulen en el interior de las
células del huésped.

2. Las micobacterias son de crecimiento lento, por tanto los
antibidticos eficaces solo contra bacterias de crecimiento rapido
no son utiles.

3. Los antibidticos deben administrarse durante un periodo de
tiempo prolongado y en dosis pequefas para asegurar su
cumplimiento (Araujo and Waard, 2004).

Habitualmente se utiliza la combinacién de isoniazida y rifampicina,
aunque el tratamiento debe elegirse de acuerdo con los resultados de las
pruebas de sensibilidad aplicadas al microorganismo y de acuerdo a la fase en
que se halla la tuberculosis, también se puede utilizar estreptomicina,

pirazinamida, etambutol (Tay-Zavala et al., 2003).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion Geogréfica de la Comarca Lagunera

El presente trabajo de investigacion se realizé en las instalaciones del Centro
de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Coahuila y en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
Unidad Laguna, con direccion Periférico y carretera Santa Fe S/N, en Torredn,

Coahuila, ciudad que forma parte de la Comarca Lagunera.

La Comarca Lagunera se encuentra ubicada entre los meridianos 101° 40" y
104°45° longitud oeste del meridiano de Greenwich y entre los paralelos 24°
05" y 26° 54" latitud norte, con una altura sobre el nivel del mar de 1120 metros
(Aguirre, 1981).

5.2 Sitio de Muestreo

El presente estudio se realizd en unas de las Unidades Productivas de la
Comarca Lagunera, comprendidos en los municipios de Torredn, Matamoros,
San Pedro de las Colonias y Viesca en el Estado de Coahuila y Gémez

Palacio, Tlahualilo, Lerdo y Nazas en el Estado de Durango.

Se analizaron 15 animales considerados como positivos por la Campafa
Nacional contra la Tuberculosis Bovina, distribuidos en dos establos de la

region, omitiendo los nombres de los mismos por criterios de privacidad.

Se tomd muestras de exudado nasal a cada animal seleccionado.

5.3 Tomay Procesamiento de Muestras

Las muestras fueron tomadas de vacas seleccionadas como positivas a la
prueba de tuberculina, después de haber sido entrampadas e inmovilizadas. La
toma se realiz6 introduciendo en su totalidad un hisopo estéril en las fosas

nasales del animal, recolectando asi exudado y el hisopo se deposito por
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separado en un tubo de ensayo con tapdn de rosca con teniendo 5 ml de
solucion reguladora de fosfatos (Agua Peptonada Buferada, Difco) estéril,
identificando cada tubo con los datos del animal al que pertenece la muestra.
La muestra se mantuvo en hielo durante el transporte al laboratorio para su

analisis.

En el laboratorio las muestras se inactivaron mediante calentamiento a bafio
Maria hasta hervir durante 10 minutos para posteriormente pasar a la

extraccion de DNA.

5.4 Extraccion de DNA Mediante el Kit de DNAzol

1. Tomar 200ul de la muestra, después de haber inactivado a bafio Maria,
y depositar en un microtubo.

2. Agregar 1 ml de DNAzol® reagent (Invitrogen, Inglaterra) y agitar para
homogenizar la solucion.

3. Centrifugar a 10,000 x g, durante 10 minutos.

4. Tomar 200ul del sobrenadante de la muestra centrifugada y pasar a otro
tubo.

5. Aplicar 1 ml de etanol al 100%, agitar y centrifugar a 10,000 x g, durante
1 minuto.

6. Descartar el sobrenadante, dejando el boton de DNA, y dejar secar.

7. Agregar 50ul de TE 1X y almacenar en refrigeracion hasta su uso.

Se llevé a cabo la cuantificacion del DNA mediante un Espectrofotdmetro

Nanodrop (ND-1000), siguiendo las instrucciones del fabricante,

5.5 Preparacién y corrida para PCR simple

La PCR se llevo a cabo en tubos para microcentrifuga de 0.5 ml, empleando un

Termocilador Perkin Elmer 5,500.
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Se realizaron 2 corridas distintas con diferentes concentraciones (cuadros 5 y
6) utilizando el Kit, Amplitaq Gold Master Mix de Applied Biosystems. Las

reacciones de PCR se hicieron en un volumen final de 25pl.

La PCR simple para MPB 70 utiliza como ADN blanco un segmento de 372 pb
del gen que codifica la proteina MPB70 de las bacterias del complejo
Mycobacterium tuberculosis.

Iniciadores: TB1F 5-GAA CAA TCC GGA GTT GAC AA-3' y TB1R 5-AGC
ACG CTG TCAATC ATG TA-3

PCR anidada para la MPB70 amplifica un fragmento de 208 pb del gen MPB70,
dentro de la region de 372 pb, utilizando una décima parte del producto
obtenido en la PCR simple.

Iniciadores: M22/3 5-GCT GAC GGC TGC ACT GTC GGG C-3' y M22/4 5'-
CGTTGG CCG GGC TGG TTT GGC C-3

Cuadro 5. 1er. Protocolo para una Cuadro 6. 2do. Protocolo para una

corrida simple 1X corrida simple 1X

Reactivos Volumen (ul) para Reactivos Volumen (ul) para
unareaccion de PCR unareaccion de PCR

Master Mix 12.5ul Master Mix 22.5l

Oligo TB1F 1.0ul Oligo TB1F 0.75ul

Oligo TB1R 1.0ul Oligo TB1R 0.75ul

Agua 2.5l ADN 5ul

AND 6.0ul

Para descartar cualquier tipo de inhibicion enddgena de la reaccion, se realizd
una PCR control utilizando los oligonucleétidos CyB1F 5’-CCA TCC AAC ATC
TCA GCA TGA TGA AA-3' y CyB2R 5 GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT
CCT CA-3. Que amplifica una regién de 375 pb del gen que codifica al

Citocromo B mitocondrial.

5.6. Condiciones de corrida de PCR.

Condiciones de PCR simple: precalentamiento a 94°C 12’ (para Taq Gold), 13
ciclos de 45” a 94°C, 1’ a 58°C, 1’ a 72°C y una extension final de 72°C &’
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Condiciones para PCR anidada: precalentamiento a 94°C 12’ (para Taq Gold),
24 ciclos de 30” a 94°C, 30” a 68°C, 30” a 72°C y una extension final de 72°C

10’

Condiciones para PCR control: 34 ciclos desnaturalizacion 30” a 94°C,

alineacion 40” a 58°C, y extension 30” a 72°C.

5.7 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de amplificacion de la reaccién de PCR se visualizan en un gel

de agarosa (0.8 %) a través de electroforesis a 85 V durante 50 minutos vy

teAido con bromuro de etidio para su visualizacion en fotodocumentador Power
Pac-300 (Biorad).

> wbdh -

Prepare un gel de agarosa al 0.8 %

Colocarlo dentro de la camara de electroforesis conteniendo TBE 0.5X
En un parafilm colocar 1 ul de azul de bromogenol por cada muestra.
Tome de cada tubo 3 pl y mezclarlo con el azul de bromogenol hasta

homogenizar y depositarla en el orificio del gel de agarosa.

5. Repite esto paso hasta terminar con la ultima muestra.

6. Deje correr la electroforesis aproximadamente de 30 a 40 min a 100V.

7. Al terminar la corrida del gel, sumérgir en bromuro de etidio (1 X 10

9.

mg/ml) por 3 minutos para tefiirlo.
Sacar el gel del bromuro de etidio y sumergir en agua durante 10
minutos.

Observe en transiluminador con luz ultravioleta.

10. Fotodocumentar el resultado.

50



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Del presente estudio en el cual se pretendia establecer |la técnica de PCR para
la deteccion de Mycobacterium en muestras de exudado nasal provenientes de
vacas lecheras determinadas positivas por la Campafia Nacional contra la

Tuberculosis Bovina se encontro lo siguiente.

6.1 Aislamiento de DNA.

En el presente trabajo la extraccion de DNA se logr6 empleando el Kit
comercial DNAzol (Invitrogen, Inglaterra), en las 15 muestras analizadas se
obtuvieron bajas cantidades de DNA (Cuadro. 7), y los resultados fueron

desfavorables.

Cuadro 7. Resultados de analisis de muestras de exudado nasal de animales
determinados positivos por La Campafia Nacional contra la Tuberculosis
Bovina en dos establos que pertenecen a La Comarca Lagunera.

# de Arete del |Cantidad de | Resultado
Muestra Animal ADN ng/ul PCR

1 066 31.2 Negativo
2 349 31.1 Negativo
3 528 31.8 Negativo
4 217 28.5 Negativo
5 379 48.8 Negativo
6 952 31.7 Negativo
7 0039 255 Negativo
8 134 34.8 Negativo
9 0160 33.3 Negativo
10 04 29.9 Negativo
11 1203 27.9 Negativo
12 631 69.6 Negativo
13 700 52.4 Negativo
14 863 39.9 Negativo
15 2568 47.9 Negativo
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6.2 Amplificacion Mediante PCR.

De acuerdo con los resultados encontrados, no fue posible lograr la
amplificacion del DNA, asi como tampoco en el control interno (Cl), como en la
deteccion de Mycobacterium (Figura 6 y 7), asi mismo, se logro demostrar que
los reactivos si estan funcionales, dado que se logré la amplificacion de PCR
para un gen de Caspasa 8 desarrollado por el laboratorio de Biologia Miologia
Molecular del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de

Medicina de la Universidad Autonoma de Coahuila (Figura 8).

Figura 6. Resultados de PCR simple negativos de muestras de tejido pulmonar
y nddulo linfatico de animales con lesiones predisponentes a tuberculosis, asi

como exudado nasal en animales reactores a la prueba de la tuberculina.

Figura 7. Resultados PCR simple Figura 8. PCR para confirmar la
en muestras de exudado nasal de funcionalidad de los reactivos

bovinos reactores a tuberculina. mostrando resultados satisfactorios.
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Romero-Tejeda et al., (2006), confirmaron la excrecién via respiratoria de M.
bovis en ganado lechero infectado naturalmente, mediante un método de PCR

anidada, y sugieren la influencia del INF- .

Al llevar a cabo la extraccion de DNA, observamos que puede haber pérdidas,
en los pasos de lavado con etanol al 100% y 75% segun el protocolo que
tomamos en cuenta, por lo cual se opto por hacer un solo lavado con etanol al

100% en el cual obtuvimos una pastilla de DNA con cantidades mas elevadas.

En un estudio realizado por Beige et al., (1995), a partir de muestras clinicas de
esputo, la PCR presento una sensibilidad del 98%, en cambio la PCR simple
implementada por Estrada-Chavez et al., (2004), a partir de muestras de tejido
de nodulos linfaticos asociados al tracto respiratorio (traqueobronquiales,
mediastinicos o retrofaringeos), donde amplificaron la banda de 372 pb del gen
MPB70 en 11 animales encontraron una sensibilidad del 53%, indicando que
ello se deba a condiciones inadecuadas de corridas de la técnica, sin embargo,
es evidente, que al igual que en nuestro caso, la sensibilidad se tiene que

mejorar, a través de la modificacion de los protocolos.

Existen una gran cantidad de factores por los cuales se puede ver afectada la
amplificacion del DNA, puesto que se requiere de medidas muy estrictas, una
de ella es la contaminacion durante la manipulacion de las muestras o por el
material utilizado; el DNA excesivo no-especifico derivado del hospedero u
otros microbios pueden inhibir la PCR (Vansnick et al., 2007). Se deben tomar
muy en cuenta varias recomendaciones para evitar contaminaciones vy facilitar
el reconocimiento oportuno de los contaminantes, en caso de que se
produzcan (Neumaier et al., 1998), en nuestro caso aun no es posible cuales

pueden ser las causas. Se requieren de mas estudios.

Un namero de ciclos requeridos para la 6ptima amplificacién varia dependiendo
de la cantidad de ADN inicial y de la eficiencia de cada etapa de amplificacion;
generalmente, 25 a 35 ciclos son suficientes para producir de 100 ng a 1ug de
DNA. Una incubacion final a una temperatura de 72° C resulta en secuencias

de moléculas de DNA homologas de DNA que les dio origen (Eisenstein, 1990)
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Marchetti et al., (1998), menciona que algunos factores que intervienen con la
efectividad de la PCR en tejidos fijados en formol e incluidos en parafina puede
ser afectada por interaccion de muchos factores como, el tipo de fijacion usada,
tiempo de fijacidn, procedimientos de extraccidon del ADN concentracion de
DNA blanco amplificada y el protocolo, lo cual indica que existen varias causas
por las que se pueden ver afectados los resultados, tomando en cuenta las
pocas cantidades de ADN obtenidas siendo un factor importante, ademas del
protocolo que seguimos, asi pueden ser una de las causas de que nuestros
resultados no fueran favorables, por lo cual, creo necesario seguir trabajando
en la sensibilidad del método para propositos de un diagndstico certero y rapido

como inicialmente propusimos.

Este método de diagnostico que se esta utilizando requiere de tiempo,
dedicacion y dinero para su procesamiento ya que los reactivos, el material y
sobre todo el equipo necesario para la realizacion de esta técnica son dificiles

de conseguir por el monto econémico que se requiere.
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VIl. CONCLUSIONES

a).- Se logro obtencién de DNA

b).- No se puede asegurar la presencia de DNA de Mycobacterium, de acuerdo
al control Interno.

c).- Es posible que existan sustancias inhibidoras que impidan el proceso de
amplificacion

d).- Desarrollar técnicas moleculares de diagndstico son complicadas y una
inversion inicial fuerte de tiempo, esfuerzo y dinero.
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