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RESUMEN

La Tuberculosis bovina (TBB) ocasionada por Mycobacterium bovis es
un problema que afecta principalmente a la ganaderia nacional, genera
pérdidas econdmicas 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 enfermad zoonotica. En el
presente estudio se buscd la identificacion del agente causal de Tbb
Mycobacterium bovis. Se recolectaron muestras de tejidos de canales
sospechosas a Tbb del rastro municipal de la Ciudad de Torredn como fueron:
tejido pulmonar y nédulos linfaticos bronquiales, en frascos con borato de sodio
de acuerdo a la NOM-031-ZO0O-1995 para el transporte y conservacién del
tejido. Para la realizacion del diagnostico, se realizé la extraccion de DNA
mediante dos procedimientos: (1) empleando el Kit comercial DNAzol
(Invitrogen, Inglaterra) y (2) empleando la digestion mediante proteinasa K, uso
de Duodecil Sulfato de Sodio (SDS 10%) vy Buffer de lisis celular. Para el
proceso de amplificacion del DNA se emplearon un par de primers para control
interno (Cl) y otro par para la deteccion del gen de la proteina MP60 de
Mycobacterium. Los resultados obtenidos fueron negativos lo cual pudo
deberse a la 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, Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), Extraccién de ADN.



|. INTRODUCCION

La Tuberculosis bovina es uno de los principales problemas que enfrenta
la ganaderia nacional, no solo porque representa un riesgo para la salud
publica, si no que ademas se traduce en grandes pérdidas economicas directas
e indirectas y también constituye uno de los principales obstaculos para la
movilizacion y comercializacion nacional e internacional de ganado(Casal,
1987).

La industria lechera mexicana nacional ha experimentado un importante
crecimiento en el proceso exportador durante los ultimos afios. Sin embargo,
este auge de las exportaciones, se ve amenazado por las restricciones de tipo
zoosanitarias, dentro de las cuales se encuentra la tuberculosis bovina (Tbb),
que pueden ser impuestas por los mercados de destino de nuestros productos
(Programa Nacional de Diagnostico y Saneamiento de Tuberculosis bovina,
2004).

La tuberculosis bovina (Tbb) se ha controlado en muchos paises
mediante la identificacion y sacrificio de animales reactores a la tuberculina.
Ademas la incidencia de tuberculosis humana causada por M. bovis ha
disminuido debido a la pasteurizacién de la leche (Grange et al., 1994). El
grado de infecciéon por M. bovis en los animales depende de varios factores,
como el numero de organismos excretados, el tiempo de exposicion,el grado
de cercania de un animal afectado y el tamafo de las particulas que contienen
las micobacterias viables (Costello et al., 1998).

La tuberculosis bovina recientemente ha tenido un gran desarrollo
en sus técnicas de microbiologia clinica, en el diagnéstico de la enfermedad, la
resistencia a farmacos antimicobacterianos asi como en las técnicas de
tipificacion con fines epidemiolégicos. Y todo ello debido, por una parte, a la
importancia en si de estas enfermedades y por otra, al hecho de producirse en
paises con gran nivel tecnoldgico, econdmico y de desarrollo, como los
Estados Unidos de América (Casal, 1987).



La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que normalmente
evoluciona de forma crénica y se acompana de procesos inflamatorios
especificos. Esta, es producida por bacterias del género Mycobacterium vy
puede afectar tanto a seres humanos como animales domésticos o silvestres
(Galey, 1998).

El M. bovis es el agente causal especifico de la tuberculosis del ganado
vacuno (Acha et al., 2003); sin embargo, todas las especies, incluidos los seres
humanos, son susceptibles al M. bovis (Beer, 1981; Radostits et al., 2002).

La Tbb es causada por Mycobacterium bovis, bacilo gram-positivo con
potencial zoonético que esta altamente relacionado genéticamente (99.95%) a
M. tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis humana (TB). A pesar de
que el bacilo tuberculoso bovino y humano puede ser diferenciado por su rango
de hospederos, las bases genéticas de su virulencia y caracteristicas
fisiolégicas para esta diferencia se desconocen (Casal, 1987).

Es una enfermedad infecciosa que se caracteriza por formar
tubérculos (protuberancias) en cualquier 6rgano o tejido y se transmite
principalmente por la ingestién de bacilos eliminados en la tos y el estornudo,
tanto de las personas como de los animales. Ademas, existe el contagio por via
digestiva, donde la infeccion se adquiere al ingerir quesos frescos o leche
contaminada no pasteurizada. Cuando la infeccion se localiza en érganos como
los rifones o los nodulos, el agente bacterial se elimina en la orina y otras
secreciones corporales (Tuberculosis bovina, 2000).

Esta enfermad constituye una zoonosis, es decir, existe la probabilidad
de transmision a seres humanos, provocando en ellos una infeccion clinica casi
indistinguible a la causada por M. tuberculosis (Programa Nacional de
Diagnostico y Saneamiento de Tuberculosis Bovina, 2004).

La tuberculosis bovina tiene mayor prevalencia en explotaciones de
ganado estabulado, donde la densidad de poblacion es alta, esto se manifiesta
claramente en el ganado bovino especializado en produccion lechera, en este
tipo de explotaciones se pueden encontrar indices elevados de prevalencia, en
contraste con lo que ocurre en el ganado de carne, cuya explotacion extensiva
reduce los riesgos de contagio y por consiguiente la prevalencia es inferior
(Casal, 1987).



La tuberculosis ha sido erradicada de los paises desarrollados. En otros
paises en donde la enfermedad clasica se ha reducido, la enfermedad es
producida por micobacterias atipicas. Los niveles de infeccion de tuberculosis
bovina a nivel nacional se estima entre un 3% a 4% (Casal et al., 1991).

El medio actual del control de la TBB es la estrategia de prueba y
sacrificio, donde los animales que dan una reaccién positiva en piel a una
preparacion cruda de un antigeno micobacterial, estan infectados y por lo tanto
son sacrificados (Garnier et al., 2003).

Para el diagnostico del agente patoldgico se ha realizado por medio de
técnicas directas de microbiologia molecular, las cuales han aportado
numerosas posibilidades, con técnicas de amplificacion genética de las que

existen numerosas variantes, como la PCR (Casal et al.,1991).



Il. OBJETIVO

® Diagnosticar la presencia de Mycobacterium bovis en tejido pulmonar y
nodulos linfaticos bronquiales de animales con lesiones sospechosas a

tuberculosis bovina mediante PCR.

® Determinar la sensibilidad, especificidad y eficiencia de la técnica de
PCR para el diagnostico de TBB en tejido pulmonar y nédulos linfaticos.



lIl. HIPOTESIS

e La PCR genera una sensibilidad y especificidad de > 90%



IV. REVISION DE LITERATURA
4.1. Salud Publica.

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas que afectan al
ser humano y de mayor mortalidad a nivel mundial (Langeneger et al, 1981).
La infeccion con Mycobacterium bovis es responsable de aproximadamente
7,000 casos nuevos de tuberculosis humana por afio en América Latina
(Toledo et al., 1999). La facilidad y frecuencia con que la tuberculosis de los
animales se extiende a las personas en un medio no controlado, convierten a
esta enfermedad en una zoonosis importante (O'Reilly et al., 1995).

La Tuberculosis en humanos es causada por Mycobacterium
tuberculosis, pero existe el riesgo de contraer esta enfermedad por M. bovis,
agente etiolégico de la tuberculosis del ganado (Cosivi et al., 1998).

La Tuberculosis bovina (Tbb) se ha controlado en muchos paises
mediante la identificacidn y sacrificio de los animales reactores a la tuberculina.
La incidencia, de tuberculosis humana causada por M. bovis, ha disminuido
mediante la pasteurizacion de la leche (Grange et al., 2001).

La tuberculosis es una infeccion bacteriana crénica causada por
Mycobacterium bovis que histolégicamente se caracteriza por la formacion de
granulomas. Puede afectar en cualquier edad y cualquier sexo. Habitualmente,
la enfermedad se localiza en los pulmones, pero puede afectar practicamente a
cualquier érgano del cuerpo.

El M. bovis es una especie mas primitiva que el M. tuberculosis, ya que
tiene una sola copia del trasposoma 1S6110, elemento muy antiguo para la

diferenciacion de estas dos especies (Campillo et al., 2001).



4.2. Historia.

La tuberculosis como enfermedad ya era conocida en las primeras
civilizaciones. De hecho, existen descripciones de ella en papiros e incluso se
han encontrado lesiones nodulares tipicas en momias del antiguo Egipto
(Galey, 1998).

La primera referencia sobre la tuberculosis animal data del afio 40,
cuando Columela describe la tuberculosis pulmonar de los vacunos (Galey,
1998).

Durante los ultimos siglos son frecuentes las descripciones de
enfermedades animales que permiten reconocer la aparicion frecuente de la
tuberculosis, aunque hasta mediados del siglo pasado no se la relaciono con la

tuberculosis del hombre (tisis), ni fue designada como tal (Galey, 1998).

El primer intento de asociar ambos procesos sucedi6é en 1797, cuando
Klenke, un médico de Braunschweig, vincul6 el consumo de leche de vaca y la
aparicion de las escrofulas (tuberculosis humana). Durante la primera mitad del
siglo XIX se produjo un cambio en la concepcion sobre la tuberculosis, gracias
a Gurlt (1831), Hering (1849) y Fuchs (1859), quienes consideraron la
tuberculosis pulmonar del ganado vacuno esencialmente igual a la tuberculosis
pulmonar humana. Poco mas tarde, en 1868, Villemin confirmé la tuberculosis
como una enfermedad transmisible del hombre a los animales y viceversa,
consiguiendo reproducir la enfermedad en conejos y cobayas por inoculacion
de material patégeno proveniente tanto de hombres como de animales. Asi se
demostré que la tuberculosis de los hombres y el mal perlado de los vacunos

eran idénticos y estaban producidos por un agente infeccioso (Galey, 1998).



En 1882 Koch descubre el bacilo tuberculoso (Mycobacterium
tuberculosis), demostrando asi la etiologia bacteriana de la enfermedad. Ya en
1889, tuvo lugar en Finlandia la primera campafia de erradicacion de la
tuberculosis bovina. Y en 1890 Koch desarrolla el medio de diagndstico de la
tuberculina, tras la fallida pretension de utilizarla como vacuna (Galey, 1998).

El primer intento para evitar el contagio de la tuberculosis bovina a
humanos (1899) se realizd cuando la Royal Comission on Tuberculosis
consideré las lecherias, carnicerias y establos como zonas de riesgo potencial
para la Salud Publica; prohibiéndose la venta de leche y carne proveniente de
vacas infectadas (Galey, 1998).

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 pequefas diferencias entre los
microorganismos aislados en humanos y en ganado, se distinguié entre
Mycobacterium tuberculosis hominis 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. El
primer caso bacteriolégicamente confirmado de tuberculosis pulmonar bovina
se describio en 1909, y las investigaciones posteriores concluyeron que, entre
el 1y el 3% de los casos de tuberculosis pulmonar, eran causados por
Mycobacterium bovis. El nombre fue oficialmente asignado en 1970 por Karlson

y Lessel (Aymerich et al., 2000).



4.3. COMPLEJO MYCOBACTERIUM

4.3.1. Caracteristicas generales.

La tuberculosis bovina (Tbb) es una enfermedad crénica de los animales
provocada por una bacteria llamada Mycobacterium bovis, con estrecha
relacion con las bacterias causantes de las tuberculosis humana y aviar. Puede
afectar a practicamente todos los mamiferos, en los que provoca un deterioro
del estado general de salud, muy a menudo tos y con el la muerte (IOE, 2007).

El nombre de “tuberculosis” proviene de los ndédulos, llamados
“tubérculos”, que se forman en los nédulos linfaticos del animal afectado (OIE,
2007).

El género Mycobacterium comprende mas de 70 especies. Muchas
especies de mycobacterias se encuentran en el medio ambiente y raramente
estan asociadas con enfermedades con animales o humanos. Un numero de
especies de mycobacterias son importantes patégenos para animales y
humanos (FSAI, 2003).

M. tuberculosis causante de la tuberculosis humana, M. bovis
tuberculosis bovina, el bacilo de Clamette ,variante de M. bovis usada como
vacuna, M. africanum subtipo | y Il tuberculosis humana en Africa y M. microti
,tuberculosis murina (Ruiz et al., 1998).

Taxondmicamente al género Mycobacterium, unico de la familia
Micobacteriaceae, perteneciente al orden Actinomicetales. Las micobacterias,
nombre comun de la bacteria incluida en este género, has sido considerada
tradicionalmente diferente al resto de las bacterias, debido a su estructura
particular y composicion quimica de la pared. Morfolégicamente son bacilos o
cocobacilos ligeramente curvados o rectos, no forman esporas, no presentan
flagelos ni capsula (OPS, 1985).
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El género Mycobacterium tiene un gen antigénico especifico 65-kDa que
puede ser amplificado de M. bovis, M. bovis BCG, M. paratuberculosis (Jae-
Hoon et al., 2002).

Todas estas especies se integran dentro del complejo de M.
tuberculosis. Los miembros de este grupo son micobacterias altamente
relacionadas, que exhiben gran homogeneidad en la secuencia de nucledétidos,
a pesar de sus variaciones en cuanto a poder patdégeno, distribucion
geografica, epidemiologia, hospedador preferente y algunas caracteristicas
fisiologicas, tales como la morfologia colonial, patrones de resistencia y
susceptibilidad a inhibidores (Caimi et al., 2001).

El resto de las micobacterias han recibido como grupo diversas
denominaciones, basandose en las caracteristicas principales de las especies
de este grupo son: no ser patdgenas primarias en condiciones habituales;
hallarse distribuidas por diversos ecosistemas, y en ocasiones ser capaces de
que las personas desarrollen la enfermedad en momento de cierta
inmunodeficiencia, comportandose entonces como micobacterias oportunistas
(Ruiz et al., 1998).

La secuencia gendémica de M. bovis tiene mas de un 99,95% de
coincidencia con la de M. tuberculosis. La supresion de informacion genética ha
dado lugar a un tamaino genomico 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 (OIE, 2008).

El género Mycobacterium incluye parasitos obligados, sapréfitos y
patdgenos oportunistas, pero el habitat natural de las especies del complejo de
M. tuberculosis es el tejido infectado de humanos y animales.

. Mycobacterium bovis causa tuberculosis en el ganado, los humanos y
otros primates, asi como en otros animales como perros, gatos, cerdos o

papagayos (Prat et al., 2007)
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El bacilo de Clamette-Guérin, que es wusado como vacuna
antituberculosa en diferentes partes del mundo, tiene las mismas propiedades
que M. bovis, pero con una virulencia mas atenuada. Mycobacterium africanum
es causa de tuberculosis humana en Africa tropical, y representa una forma
intermedia entre M. tuberculosis y M. bovis, M. microti causa tuberculosis en
roedores, y produce lesiones locales en cobayas y conejos. Sin embargo,
cualquier miembro del complejo de M. tuberculosis puede producir infeccion en
el hombre (Prat et al., 2007).
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Cuadro 1. Especies de géneros de Mycobacterium .

Especies del género Mycobacterium

Micobacterias de crecimiento leato
Especies cuyo reservorio es un mamifero infectado
Patdgenas para el hombre
M. africanum
M. bovis
M. leprag
M. tuberculosis
Patdgenas para otros animales
M. lepracmurium
M. microti
M. paratuberculosis
Especies cuya reservorio principal es el medio ambiente
Asociadas a enfermedades humanas
M. asiaticum
M. avium
M. branderi
M. celatum
M. conspicutm
M. genavense
M. haemophilum
M. interjectum
M. intermedim
M. intracellulare
M. kansaii
M. malmoense
M. marinum
M. scrofidaceum
M. shimoidei
M. simige
M. szulgai
M. triplex
M. ulcerans
M. xenopi
Asociadas a enfermedades en animales
M. farcinogenes
Nunca o raramente asociadas a enfermedades humanas
M. cooki
M. gasiri
M. gordonae
M. hiberniae
M. lentiflavum
M. nonchramogenicam
M. terrae
M. triviale

Micobacterias de crecimiento rapida
Especies cuyo reservorio es el medio ambiente
Asociadas @ enfermedades humanas
M. abscessus
M. chelonge
M. fortuitum
M. mucogenicum
M. novecastrense
M. peregrinum
Asociadas a enfermedades en animales
M. porcingiam
Nunea o raramente asociadas a enfermedades humanas
M. agri
M. aichiense
M. alvel
M.aurum
M. austraafricanum
M. brumae
M. chitae
M. chloraphenalicum
M. chubsense
M. confluentis
M. diernhoferi
M. duvalii
M. fallax
M. flavescens
M. gadium
M. gilvum
M. hassiacum
M. holderd
M. komossense
M. madagascariense
M. mageritense
M. morinkaense
M. neagurym
M. abuense
M. parafortuitum
M. phlei
M. poriferae
M. pulveris
M. rhodesioe
M. senegulense
M. smegmatis
M. sphagni
M. thermoresisiibile
M. iokaiense
M. vaceae

13
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4.4. TUBERCULOSIS BOVINA.

4.4 1. Definicion.

Es una enfermedad del aparato respiratorio que se transmite en diversas
especies de mamiferos principalmente por via area (Lopez, 1997).

La Tuberculosis Bovina (Mycobacterium. bovis) es una enfermedad que
afecta principalmente al ganado bovino, pero también puede afectar a otras
especies de ganado doméstico y animales silvestres provoca cuantiosas
pérdidas econdmicas en la ganaderia. Esta enfermedad constituye una
zoonosis, es decir, existe la probabilidad de transmision a seres humanos,
provocando en ellos una infeccion clinica casi indistinguible a la causada por M.
tuberculosis (Programa Nacional de Diagnostico y Saneamiento de
Tuberculosis Bovina, 2004).

En Meéxico, la tuberculosis limita la ocasionando altas pérdidas
econdmicas para los productores y el pais (NOM-031-ZO0-96).

La Tbb es causada por M. bovis, un bacilo gram-positivo con potencial
zoonotico que esta relacionado genéticamente a M. tuberculosis, agente causal
de la tuberculosis humana (Tb). A pesar de que el bacilo tuberculoso bovino y
humano puede ser diferenciado por su rango de hospederos, las bases
genéticas de su virulencia y caracteristicas fisiologicas para esta diferencia se

desconocen (Garnier et al., 2003).
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4.4.2. Etiologia.

Familia Micobactereaceae
Género Mycobacterium.

Orden Actinomicetales

Mycobacterium bovis Afecta al ganado bovino y el bisonte.
Mycobacterium tuberculosis Afecta al hombre y los primates.
Mycobacterium avium Afecta a las aves y los cerdos.

El género Mycobacterium incluye parasitos obligados, sapréfitos y
patdgenos oportunistas, pero el habitat natural de las especies del complejo de
M. tuberculosis es el tejido infectado de humanos y otros animales mamiferos,
Mycobacterium bovis causa tuberculosis en el ganado, los humanos y otros
primates, asi como en otros animales como perros, gatos, cerdos (Prat et al.,
2007).

Son microorganismos acido alcohol resistentes, aerdbicos, no forman
esporas y no son moviles. Ellos son derechos o ligeramente curvados,
midiendo de 0.3 a 0.6um de ancho y 1 a 4 um de largo. El crecimiento en
medios de cultivos es lento vy requiere de 2 a 8 semanas para desarrollar
colonias visibles. La tuberculosis bovina tienen como protagonista al
Mycobacterium bovis parasito intracelular obligado, principal agente causal de
la enfermedad en los mamiferos (Garbaccio, 2007).

Una de las principales caracteristicas por las que destacan es la elevada
cantidad de lipidos que presentan en su pared lo que les confiere un gran
interés desde el punto de vista taxondmico (son BAAR bacilos acido alcohol
resistentes, epidemioldgico, gran resistencia a la desecaciéon y una elevada
tasa de supervivencia en el medio ambiente y patolégico capacidad de

sobrevivir y multiplicarse en el interior de los macréfagos (Galey, 1998).
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4.4.3. Epidemiologia

La tuberculosis es una enfermedad de distribucion mundial, aunque su
prevalencia ha descendido muchisimo en los paises desarrollados en la
segunda mitad de este siglo (Vizcaino et al., 1990).

En el ambiente ganadero los hospedadores naturales de M. bovis son
los bovinos; actuando la cabra como hospedador secundario, e incluso primario
en zonas semiaridas. Estas especies resultan asi mismo las mas propensas al
desarrollo de la enfermedad. El resto de los mamiferos intervienen como
hospedadores accidentales (Vizcaino et al., 1990).

El contagio entre ganado vacuno y cabras se ha puesto en entredicho al
evidenciarse, mediante analisis gendémicos, que las cepas aisladas en vacas
son distintas a las aisladas en la cabra, incluso en rebafos muy préximos; lo
que podria significar que estas cepas se han adaptado a este otro hospedador
y tiene preferencia de transmision intra-especifica. En el medio natural los
bovinos y los cérvidos son los principales hospedadores de dicha micobacteria
(Vizcaino et al., 1990).

De manera suplementaria los jabalies, en tropismo carrofiero, y
accidentalmente otros carnivoros (zorros, linces) llegan a adquirir la
enfermedad (Vizcaino et al., 1990).

Mycobacterium avium (ssp. avium) se encuentra difundido en la
naturaleza en hospedadores aviares, a partir de los cuales se infectan sobre
todo carnivoros; resultando también frecuente la tuberculosis aviar en el
jabali. La eliminacion de los bacilos tuberculosos se puede producir a partir de
diferentes vias que dependen de la localizacién de las lesiones (Vizcaino et al.,
1990).
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La via aerégena (por afeccidén pulmonar) supone el principal mecanismo
de eliminacion del bacilo, pero destacan también la via digestiva (por deglucion
del moco pulmonar o por lesiones intestinales, hepaticas), urinaria (en casos de
lesiones en riidn) y lactogénica (de especial importancia para el hombre y las
crias) es posible también la infeccion congénita (Vizcaino et al., 1990).

Una vez en el medio la bacteria no tiene demasiados problemas de
supervivencia, ya que es extraordinariamente resistente y parece ser que tan
s6lo una incidencia directa de radiacion solar durante tres dias seguidos es
capaz de acabar con ella a corto plazo. En condiciones de poca luminosidad y
una alta humedad relativa puede sobrevivir durante mas de treinta afios. Entre
los factores favorecedores del contagio se encuentran, ademas de la gran
resistencia en el medio, el hacinamiento de animales, la convivencia de
animales adultos con jévenes mucho mas sensibles a la enfermedad por su
escasa inmunocompetencia y factores inmunodepresores mala alimentacion,
enfermedades, escasas condiciones higiénicas entre otros (Vizcaino et al.,
1990).
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4.4.4. Fuentes de Infeccion y Modo de transmision.

La via de infeccion habitual es la inhalacidén de las microgotas infectadas
que un animal enfermo ha expulsado al toser. Las terneras y el ser humano
también pueden contagiarse al ingerir leche cruda procedente de vacas
enfermas (OIE, 2007).

Dado que la enfermedad es de evolucidn lenta y pueden pasar meses o
incluso afios hasta que el animal infectado muere, un solo ejemplar puede
transmitir la enfermedad a muchos otros componentes del rebafio antes de
manifestar los primeros signos clinicos (OIE,2007).

De ahi que las principales vias de diseminacién sean el desplazamiento
de animales domésticos infectados asintomaticos y el contacto con animales
salvajes infectados (OIE, 2007).

Hay muchas formas por las que el ganado puede infectarse con
Mycobacterium bovis tomando encuentra también factores como la edad,
ambiente y prevalencia en el hato (OIE, 2007).

La inhalacion de Mycobacterium bovis es causa probable e importante
via de infeccion en bovinos (Pollock et al., 2001), se adquiere por la inhalacién
de bacilos tuberculosos contenidos en pequenas particulas aerégenas (1-5 mp)
capaces de alcanzar el alveolo (Hopew, 1988).

Del 80% al 90% de los casos la transmisién ocurre por via aerégena;
con la tos o espiracion de un animal infectado se expelen gran cantidad de
microgotas que contienen a la bacteria las cuales al ser inhaladas por otro
bovino llegan al sistema respiratorio, dando comienzo a una nueva infeccion.
Esto se ve favorecido por el contacto directo diario de los bovinos en el
pastoreo, en comederos, en corrales y en las salas de ordefo (Tuberculosis
bovina, 2000).
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El reservorio principal de M. bovis es el bovino, que puede transmitir la
infeccion a muchas especies de mamiferos, incluyendo al hombre, este
adquiere la infeccion en primer término, por via digestiva (leche y productos
lacteos crudos) y en segundo término por via aerdgena (Garbaccio, 2007).

La infeccion del hombre por M. avium es rara, predominantemente
ocupacional, y las vias de entrada pueden ser tanto la aerégena (polvo de
gallineros) como la digestiva, leche de vacas infectadas por M. avium o
ingestion de carne de ave insuficientemente cocida (Garbaccio, 2007).

La tuberculosis en los bovinos se transmite principalmente por via
aerogena: antes del destete es importante también la via enter6gena. La
tuberculosis de los porcinos, caprinos y ovinos tiene como fuente principal de
infeccidn a los bovinos y aves, y a veces al hombre (Garbaccio, 2007).

Los cerdos se infectan por via digestiva y se considera que rara vez
pueden retransmitir la infeccion entre sus congéneres o a otras especies
animales, incluyendo al hombre. Las cabras pueden ser fuente de infeccion
para el bovino y para el hombre (Garbaccio, 2007).

Los perros contraen la infeccién principalmente del hombre y menos
frecuentemente del bovino, y pueden a su vez retransmitirla al hombre y a los
bovinos. La transmision es aerdgena y enterdogena respectivamente. Los gatos
tienen como fuente principal de infeccion a los bovinos y en menor grado al
hombre. La via de penetracidn es principalmente la oral. Ocasionalmente,
pueden, a su vez, ser fuente de infecciébn para el bovino y el hombre
(Garbaccio, 2007).

Entre los animales silvestres en cautiverio, los monos son de especial
interés por su susceptibilidad al M. tuberculosis y al M. bovis. Contraen la
infecciéon del hombre por via aerégena y constituyen un riesgo para la salud
humana (Garbaccio, 2007).
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Las aves domésticas, que son el principal reservorio de M. avium,
contraen la infeccion por via digestiva y son fuente de infeccién para otras
especies de aves y para los mamiferos (Garbaccio, 2007).

M. bovis sobrevive en el agua aproximadamente arriba de 400 dias y
puede entrar al tracto respiratorio durante el consumo de agua. La infeccién de
M. bovis en el ganado puede ser transmitida por una diversidad de rutas,
algunas de las cuales pueden ser controladas apropiadamente por los
trabajadores, pero la existencia de una diversidad de hospederos
intermediarios silvestres, es una de las razones que contribuyen a la infeccién
del ganado (Phillips et al., 2003).

La posibilidad de que la enfermedad se transmita depende de cuatro factores:

» Las caracteristicas del enfermo
» El entorno en que tiene lugar la exposicidon
» La duracion de la exposicidon

» La susceptibilidad del receptor

La capacidad de infectar de un enfermo determinado va a depender de la
cantidad de bacilos que expulse con sus secreciones respiratorias, estando
ésta en relacion directa con la frecuencia de la tos, la existencia de lesiones
cavitadas y con las formas de diseminacion broncdgena. La tuberculosis

laringea es especialmente infectiva (Phillips et al., 2003).
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Vias de transmisién de la Tuberculosis Bovina.

e La via respiratoria. Es la principal via de contagio (80 a 90% del
contagio es por via aerdégena). Esto es debido al mugido que
produce microgotas con 100 a 200 bacilos y estornudo o tos que
pueden producir pequefias microgotas con 1 o 2 bacilos (Phillips
et al., 2003).

e La via digestiva. Del 10 al 20% de las veces es la via de
transmision. La ingestion de M. bovis de animales infectados,
pastura, agua o fomites es considerada como la segunda forma
importante de transmision asi como el contagio por amamantar
becerros con leche de vaca con mastitis tuberculosa. Ademas por
la ingestion de leche no pasteurizada (Pollock et al., 2001).

M. bovis es excretada en heces con poca reduccién en el numero de
bacterias persistiendo en excreciones, tierra, y medio ambiente en tiempos
largos de hasta 330 dias (FSAI, 2003). La proporcién de ganado infectado por
M. bovis a partir de heces es tipicamente 10%, pero puede ser tan alta hasta
un 80% (Pollock et al., 2001).

Existen otras vias de transmision de menor importancia que la
respiratoria y la digestiva, que hay que tener en cuenta (Phillips et al., 2003).

e Congénita. La transmision congénita de M. bovis ocurre por via umblical
como una secuela de la infeccion uterina, cerca del 5% de las vacas
tuberculosas presentan metritis tuberculosa, de las cuales 50% abortan.

e Ubre. Esta es posible por ingestion de leche tuberculosa con infeccion
subclinica, del 1 al 2% de las vacas tuberculosas presentan mastitis
tuberculosa, siendo diseminadoras persistentes (Phillips et al., 2003).

e Genital. Los toros se enferman montando vacas con metritis tuberculosa.
La transmisidon mas importante se produce con la inseminacion artificial
(Phillips et al., 2003).

¢ Infeccidon por heridas. De menor importancia, por ejemplo: Cortes de
organos de animales infectados, lesiones cutaneas, generalmente no

son progresivas (Phillips et al., 2003).
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4.4.5. Patogenia.

La tuberculosis pulmonar suele iniciarse en la union bronquiolo alveolar y
se extiende hacia el alveolo constituyendo en su comienzo una pequefa lesién
sublobulillar, lobulillar o incluso, puede involucrar a mas de un lobulillo. Estas
lesiones primarias, unicas o multiples, aparecen especialmente en zonas
subpleurales de las porciones dorsocaudales en los I6bulos principales (Bornes
et al., 1993).

La tuberculosis es una enfermedad de origen bacteriano que produce
una inflamacién cronica en el tejido donde se asienta, ocasionando lesiones de
tipo granulomatoso (Galey ,1998).

El mecanismo de accién patdogena del bacilo se desarrolla, de la
siguiente forma: penetra en el organismo y es fagocitado por los macrofagos,
siendo capaz de sobrevivir en el interior de los mismos gracias a determinados
componentes de su pared. Tanto su multiplicacion como el desarrollo de las
lesiones dependeran de la resistencia organica, expresada en gran medida por
la activacion de los macrofagos y la formacion de células gigantes (epitelioides,
Langhans), y de la virulencia del germen. La presencia de micobacterias en el
interior de macréfagos en un o6rgano va a determinar la formacion de
granulomas especificos de tamafio microscoépico (granuloma tuberculoso) o de
mediano (tubérculo) o gran tamafo denominado nédulo (Galey ,1998).

Poco después acaba afectandose el nédulo linfatico regional, a partir de
la lesién inicial, y a este conjunto se denomina “complejo primario” (Galey
,1998).

Factores de manejo, edad y nutricion son determinantes en la via de
infeccidon, asi como en el periodo de incubacién, proceso de la enfermedad y

diseminacion (Galey ,1998).
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A partir de la puerta de entrada los bacilos se localizan en el complejo
primario de los ndodulos linfaticos regionales, luego se diseminan por via
linfatica a la cadena nodular. Posteriormente la diseminacion se da por via
hematogena a 6rganos parenquimatosos por ultimo el microorganismo es
eliminado en exudados y secreciones de 6rganos infectados (Galey, 1998).

Muchas especies de mamiferos y de aves son susceptibles a los
agentes de la tuberculosis, la tuberculosis bovina es la mas importante, tanto

desde el punto de vista econémico como de la salud publica (Garbaccio, 2007).

e Bovinos

El principal agente etiolégico para los bovinos es M. bovis. Como en el
hombre, el bacilo tuberculoso penetra en el organismo principalmente por via
aerogena. La tuberculosis por via entérica es importante en terneros que se
amamantan con leche que contiene bacilos tuberculosos. La forma clinica y
patolégica mas comun es la tuberculosis pulmonar. El agente causal, al
penetrar en los pulmones y multiplicarse, forma el foco primario que va
acompanado de una lesidn tuberculosa de los ndédulos bronquiales del mismo
lado, creandose de esta manera el complejo primario. Estas lesiones pueden
quedar latentes o progresar, de acuerdo con la relacion del binomio agente
infeccioso - huésped (Garbaccio, 2007).

Si se rompen la resistencia del animal frente al bacilo tuberculoso, la
infeccién puede entonces difundirse a otros 6rganos por via linfatica, sanguinea
o por los conductos naturales, dando lugar a una generalizacién temprana
(Garbaccio, 2007).

Si el aparato inmunocompetente es incapaz de destruir los bacilos, estos
formaran tubérculos en los lugares donde se detienen (Garbaccio, 2007).

Los focos nuevos se producen sobre todo en los pulmones, rifiones,

higado, bazo y en sus nédulos correspondientes (Garbaccio, 2007).
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La generalizacién también puede darse tiempo mas tarde de la
colonizacion por parte del agente y asociadas con disminucion de las defensas
por diversos factores (estrés, enfermedad concomitante), dando lugar a lo que
se conoce como generalizacion tardia (Garbaccio, 2007).

La mayoria de las veces, la tuberculosis tiene un curso crénico y limitado
a un solo organo: el pulmoén. El proceso es lento y puede ser clinicamente
inaparente por largo tiempo, incluso cierto numero de animales pueden pasar
toda su vida util sin sintomatologia evidente, pero constituyendo una amenaza
potencial para el resto del rebafio (Garbaccio, 2007).

Otros animales desarrollan una bronconeumonia crénica, con tos y
disminucién de la capacidad productora (Garbaccio, 2007).

En casos avanzados, donde gran parte de los pulmones estan
afectados, comienza a evidenciarse un compromiso respiratorio una disnea
pronunciada (Garbaccio, 2007).

Otra forma que se observa con cierta frecuencia en rebafios infectados,
en paises donde no hay control de la enfermedad, es la tuberculosis perlacea,
0 sea la peritonitis o pleuresia tuberculosa (Garbaccio, 2007).

Se estima que aproximadamente el 5% de las vacas tuberculosas,
especialmente en casos avanzados, tienen lesiones del utero o metritis
tuberculosas y que el 1-2% tienen una mastitis tuberculosa. Esta forma clinica
tiene importancia no solo desde el punto de vista de la salud publica sino
también como fuente de infeccidén para los terneros que se amamantan con la
leche en forma natural o artificial (Garbaccio, 2007).

En la tuberculosis adquirida por via oral, uno de los signos principales
es la tumefaccion de los nodulos retrofaringeos. En los terneros la lesion
primaria generalmente se asienta en los nédulos mesentéricos, sin que la
mucosa intestinal esté afectada. La enfermedad es mas frecuente a medida
que avanza la edad del animal, debido al caracter crénico de la misma vy al
hecho de que con el transcurso del tiempo los animales tienen mas oportunidad

de ser expuestos a la infeccion (Garbaccio, 2007).
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La prevalencia de la infeccion es mas alta en las vacas lecheras que en
los animales de carne, porque su vida econdmicamente util es mas prolongada,
por estar en mas contacto unas con otras al reunirseles para el ordefo, o por la
semiestabulacion existente ( Garbaccio,2007).

En el ganado bovino adulto, la infeccion tuberculosa primaria es
pulmonar en el 90% de los casos (Dungworth, 1993). Esta causada por la
inhalacion de pequefias gotas procedentes de la respiracion de un animal
enfermo e infectadas con micobacterias tuberculosas; estas pequenas
particulas reciben el nombre de gotas de Flugge (Dannenberg et al., 1988).

Debido a su escaso tamafo (1 a 5 um) y a su especiales caracteristicas
fisicas, pueden alcanzar las zonas mas profundas del aparato respiratorio
(regiones inferiores y medias de ambos pulmones). Estas zonas estan mejor
ventiladas, y por lo tanto, estdn mas expuestas a la llegada de particulas
infecciosas (Dannenberg et al., 1988).

Cuando un animal no sensibilizado previamente, inhala bacilos
tuberculosos, las barreras mecanicas de las vias respiratorias altas y el sistema
mucociliar de la mucosa bronquial elimina las particulas grandes (Dunlop et al.,
1993) y solo las que tienen un diametro menor o igual a 5 ym alcanzan el
alveolo, donde los bacilos son fagocitados por los macréfagos alveolares
(Bornes et al., 1993).

La posibilidad de desarrollar enfermedad pulmonar a partir de esta
infeccién inicial dependera principalmente de la virulencia de la bacteria y de la
capacidad bactericida inherente al macréfago alveolar que lo fagocita (Bornes
et al., 1993).

25



e Porcinos

Esta especie es susceptible a los tres agentes clasicos de la tuberculosis:
M. bovis, avium, y en un posible tercer lugar M. tuberculosis. M. bovis es el
mas patdgeno e invasor para los cerdos, siendo responsable de la mayor parte
de las tuberculosis generalizadas (Garbaccio, 2007).

La via principal de infeccién es la digestiva, por ingestion de leche o
productos lacteos contaminados, residuos de cocina y mataderos, excreta de
aves y bovinos tuberculosos (Garbaccio, 2007).

El complejo primario se encuentra en la orofaringe y en los ndédulos
submaxilares, o en el intestino y en los nédulos mesentéricos (Garbaccio,
2007).

La mayoria de las veces, las lesiones estan confinadas al complejo
primario. No se encuentran lesiones de tuberculosis cronica en o6rganos
aislados, como es comun en el bovino. La prevalencia es menor en animales
jévenes que en adultos, pero los primeros tienen mayor tendencia a la
generalizacion del proceso. Los programas de erradicacion de la tuberculosis
bovina tienen una influencia directa en la reduccién de la tasa de la infeccién en
cerdos (Garbaccio, 2007).

e Ovinos y Caprinos

La tuberculosis es sumamente rara en los ovinos. De los pocos casos
comprobados, unos se debieron a M. bovis y otros a M. avium. La prevalencia
en los caprinos parece ser baja. En los paises que han avanzado en la
erradicacion de la tuberculosis bovina se presta atencion a la infeccion en los
caprinos, ya que esta especie es susceptible a M. bovis y sufre con cierta
frecuencia de tuberculosis pulmonar, pudiendo reinfectar a los bovinos. Las
cabras también desarrollan mastitis tuberculosa y su leche puede constituir un
peligro para el consumidor. Los caprinos son susceptibles también a M. avium
y a M. tuberculosis, ocurriendo a veces procesos generalizados por este ultimo
agente. Poco se sabe de la ocurrencia de la enfermedad en los caprinos de
América Latina, ya que estos animales son generalmente sacrificados en forma

domiciliaria (Garbaccio, 2007).
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e Equinos’

La tuberculosis es poco frecuente en los caballos. En los paises que tienen
alta tasa de infeccion bovina, el agente principal de la enfermedad en los
equinos es M. bovis. La via de infeccion es predominantemente la digestiva.
Las lesiones por lo general estan limitadas a los nédulos del aparato digestivo y
producen una reaccion tisular, semejandose a los tumores (Garbaccio, 2007).

Se han descrito algunos casos de generalizacidn de la infeccidon tanto
por M. bovis como por M. avium. En las infecciones por M. avium muchas
veces no se encuentran lesiones. M. tuberculosis raramente se aisla del
caballo (Garbaccio, 2007).

e Perros y Gatos

Los perros son muy resistentes a la tuberculosis experimental. Los casos
que se registran en esta especie se deben probablemente a una exposicidén
masiva y repetida al cohabitar con pacientes humanos o al consumir repetidas
veces productos contaminados. La infeccion puede producirse por via
aerogena o por ingestion de esputos, leche y visceras. Aproximadamente el
75% de los casos se deben al bacilo humano y el resto al bovino (Garbaccio,
2007).

La infeccion se localiza sobre todo en los pulmones o nddulos
mesentéricos y a veces se encuentran también ulceras intestinales y lesiones
renales. Por consiguiente, el perro puede eliminar bacilos tuberculosos por la

tos, saliva, heces y orina (Garbaccio, 2007).
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Figura 1. Patogenia de la tuberculosis bovina.
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4.4.6. Signos clinicos de tuberculosis bovina (TBB)

En el periodo inicial de la enfermedad, no se observan signos clinicos.
En los casos avanzados puede haber perdida de peso gradual, aumento de
tamano de los nddulos linfaticos y tos (Cano et al., 2007).

La TBB suele presentar una evolucion dilatada en tiempo, pues los

sintomas pueden tardar meses o anos en aparecer (OIE, 2007)

Los signos clinicos habituales son los siguientes:

* Debilidad

» Pérdida de apetito

» Pérdida de peso

* Fiebre fluctuante

* Tos seca intermitente
* Diarrea

* Nédulos linfaticos grandes y prominentes.

Sin embargo, a veces, la bacteria permanece en estado latente en el

organismo hospedador sin desencadenar la enfermedad (OIE, 2007).

29



Signos presentes en las diferentes formas de tuberculosis.

Tuberculosis respiratoria: Tos espontanea crénica, estertores, ronquido
por presion de la faringe al aumentarse el linfonodo retrofaringeo,
timpanismo por aumento de linfonodos mediastinicos los cuales ejercen
presion sobre el eséfago y el nervio vago, provocando una indigestion
vagal, la cual consiste en la estenosis funcional anterior entre reticulo y
omaso, con atonia ruminal y reticular (Cano et al.,2007).

Tuberculosis digestiva: Constipacion alternada con diarrea, timpanismo
ruminal y peritonitis granulomatosa como consecuencia de la
tuberculosis miliar (Cano et al., 2007).

Tuberculosis neural: Ocasiona trastornos locomotores (Cano et al.,
2007).

Tuberculosis genitourinaria: Disminuye las funciones propias asi como la
fertilidad, metritis con la subsecuente dificultad en la concepcién o
abortos en el tercer tercio de la gestacion, presencia de mortinatos,
vaginitis crénica con secrecion purulenta y salpingitis; orquitis indolora y

semen contaminad (Cano et al., 2007).

Otras formas: Tuberculosis 6sea, medular y cutanea (Cano et al., 2007).

Tuberculosis avanzada: 5% de los casos metritis tuberculosa, 2% de los
casos mastitis tuberculosa, caracterizada por incrementar el tamafo de
linfonodos retromamarios con induracion e hipertrofia de la glandula,
acompanada con la secrecion liquida color ambar con foliculos, lo cual
se observa generalmente al final del ordefio, sin embargo el bacilo
causante de la tuberculosis puede eliminarse en la leche aun en
ausencia de mastitis (Cano et al., 2007).

Tuberculosis miliar: Presente con diseminacion general de la
enfermedad, acompafada por gran cantidad de pequefios tubérculos,

siendo la via de entrada del agente la digestiva (Cano et al., 2007).
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4.4.7. Lesiones

Las lesiones son mas frecuentes en pulmones, nédulos bronquiales,
mediastinicos y retrofaringeos. Las lesiones iniciales son pequefos
granulomas caseosos y calcificados. A medida que la enfermedad avanza se
pueden observar numerosas lesiones duras, de color gris-amarillento y de
diferentes tamafos (Cano et al., 2007).

Las lesiones iniciales pueden evolucionar de distinta forma, segun el
estado de salud del animal infectado. En animales inmunocompetentes hacia la
regresion y curacion microbioldgica, o hacia un estado de latencia. Por otro
lado, bajo situaciones de baja competencia inmunoldgica, pueden ocurrir una
lenta progresion en el 6rgano infectado (tuberculosis cronica de 6rganos) o la
diseminacion por via hemolinfatica y canalicular a otros 6rganos. En caso de
alta sensibilidad por debilidad organica significa la generalizacion, precoz o
tardia, de la tuberculosis; que concluye con la muerte rapida del animal (Cano
et al., 2007).

Mientras que las restantes formas patogénicas de tuberculosis causan
una enfermedad crénica. Los carnivoros, cuando se infectan debido a la
ingestion de una presa o de un cadaver con extensas lesiones tuberculosas,
adquieren alta dosis infectiva, que resulta frecuente la instauracion de las
formas agudas de generalizacion, y consecuentemente la muerte (Galey,
1998).

En el ganado adulto, la tuberculosis se presenta en forma comun como
una enfermedad de tipo respiratorio, por consiguiente, las lesiones son
frecuentemente encontradas en los pulmones y los nddulos linfaticos del tracto

respiratorio, nodulos linfaticos de la cabeza, cuello y torax (Galey, 1998).
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Cuando la via primaria de la infeccidon es a través de la alimentacion, las
lesiones tuberculosas pueden estar presentes en los nédulos linfaticos de la
cabeza y el cuello, asi como en los nédulos linfaticos mesentéricos y el higado ,
riidn, encéfalo, meninges y médula espinal, ocasionando trastornos del
sistema nervioso central y convulsiones (Galey, 1998).

En general las lesiones en animales sacrificados, son en forma de
tubérculos o focos mayores llenos de pus en casi todos los 6rganos y partes
corporales de acuerdo al grado de generalizacion, la pleura o peritoneo en su
totalidad (Galey, 1998).

Los tubérculos ocasionalmente penetran las membranas serosas, lo cual
permite el acceso de los microorganismos a las cavidades corporales este
proceso provoca el desarrollo de una pleuritis granulomatosa o peritonitis
enfermedad perlada (Galey, 1998).

Las lesiones son muy variables y son de acuerdo a la cronicidad de la
enfermedad; al principio son focos de color amarillento, con discreta necrosis
caseosa que lentamente se va caseificando, al avanzar estas lesiones se
encapsulan y se calcifican (Jae - Hoon et al., 2002).

Durante el curso de la enfermedad el crecimiento de los tubérculos a
veces erosionan los vasos sanguineos contiguos y cuando el bacilo
tuberculoso es liberado en la corriente sanguinea pueden desarrollarse

lesiones metastasicas en cualquier parte del cuerpo (Jae-Hoon et al., 2002).
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e Lesiones Macroscoépicas

Las lesiones pueden variar dependiendo de la localizacién anatomica y la

forma de diseminacion.

a. Generalmente el hallazgo pulmonar es areas de tamafo
considerable con apariencia caseificada y zonas de
mineralizacion.

b. En las superficies serosas incluyendo las capsulas de los érganos
se observan nddulos firmes de superficie lisa, varian de 2 a 10
centimetros de diametro. También pueden presentarse zonas
caseificadas en las areas profundas (tuberculosis perlada).

c. Nodulos firmes de aspecto granulomatosa con areas de
calcificacion y caseificacion en nddulos linfaticos y dérganos
parenquimatosos como el higado y el riion.

d. Exudado de apariencia purulenta en meninges focos muy
pequefios menores de 1cm de didmetro en cualquier érgano

(Tuberculosis miliar) (Jae-Hoon et al., 2002).

e Lesiones Microscopicas

En cualquiera de las formas en que se presenta la tuberculosis, esta se
caracteriza por la formacién de granulomas. Se pueden detectar bacilos acido
alcohol resistentes (BAAR) libres en el citoplasma de los macréfagos,
histiocitos y células gigantes de la lesién granulomatosa (Jae-Hoon et al.,
2002).
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Cuadro 2. Caracteristicas de la infeccion por M. bovis y la
inmunopatologia asociada en diferentes especies animales.
Localizacién de lesiones | Curso de la Inmunopatologia®
tuberculosas. enfermedad
Necrosis | Mineralizacién | Presencia
con y de bacilos
Especies | Primaria _ infiltracién | encapsulacién | acido
Secundaria de fibrosa alcohol
neutroéfilos resistentes
Humanos | Pulmones, | Genitourinaria,
nédulos meningitis
linfaticos, | crénica de | Crénica + ++ +
mesen- uniones y
térmicos y | hueso
cervicales
Ganado Pulmones | Nodulos
y nodulos | toracico y
linfaticos | otros nddulos, | Cronica + ++ +
de la | glandula
cabeza Mamaria
Zarigueya | Pulmones | Nodulo
y tejon linfatico
superficial, Croénica- +++ + +++
higado, bazo y | Aguda
rinones

+ Raramente encontrada; + baja; ++ media y +++ alta frecuencia de ser

encontrada en una lesion.
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4.4.8. Pérdidas econoémicas al productor y reduccién de la eficiencia productiva
por TBB.

La Tuberculosis bovina es uno de los principales problemas que enfrenta
la ganaderia nacional, no solo porque representa un riesgo para la salud
publica, si no que ademas se traduce en grandes pérdidas econémicas directas
e indirectas, y también constituye uno de los principales obstaculos para la
movilizacion 'y comercializacion nacional e internacional de ganado
(Huitron,2001).

Las autoridades norteamericanas, no permiten la entrada de de animales
reactores a su territorio; por lo que la exportacion de ganado bovino a los
Estados Unidos de América, puede verse afectada por la presencia de esta
enfermedad, representando una pérdida de de divisas de 450 millones de
dolares anuales (Huitron, 2001).

Las pérdidas directas en la produccién de carne y leche se deben a la
disminucién del desarrollo de los animales y a los efectos sobre la produccion

que causa la enfermedad y que consisten en:

e Retencion de canales en el rastro

e Pérdidas econdmicas debido al decomiso parcial o total

e Pérdidas de la produccion lactea (calculados en un 17%)

e Pérdidas en la produccion de terneras (calculados en un 15%)

e Desechos prematuros

e Se disminuye la fertilidad hasta un 6%

e Las vacas en ordefie disminuyen la produccién lactea en un 10% a 17%
del total de la produccion lechera

e La duracién de las lactancias disminuye a la mitad en la séptima
lactancia. El promedio de 270 dias en la Primera lactancia se reduce a la

mitad en la séptima lactancia (131 dias).
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e Se produce un lento aumento del peso del animal o disminucion gradual
del mismo (caquexia). Se pierde en promedio el 15% del peso normal

e Causa predisposicion a otras enfermedades, como efecto secundario
hay reduccion de la inmunidad y aumenta la susceptibilidad a otras
enfermedades: Leucosis bovina y otras infecciones

e La esterilidad en vacas tuberculosas aumenta entre el 5 al 10%

e Disminucién en la produccion de carne en bovinos

e Pérdida de paricidon de terneros en hembras tuberculosas (Kantor et al.,
2008).

Las pérdidas indirectas, tales como costos sanitarios por manejo
adicional, pérdida de mercado potencial y problemas socioeconémicos por
incrementos en los costos de produccion (Huitron, 2001).

La erradicacién de la tuberculosis en el ganado bovino da lugar a la
reducciéon de pérdidas en la produccién, disminuyendo el riesgo de transmision
de la enfermedad a humanos, asi como las ventajas que representa el estar
libre de esta enfermedad para el ganado en exportacion (Manual de Brucelosis
del Comité de la Campania de la Tuberculosis bovina y Brucelosis de la Regién
Lagunera, 2007).
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4.4.9. Prevencion y Control de la Enfermedad.

El método habitual para controlar la Tbb consiste en una prueba
individual de deteccion seguida del sacrificio de los animales infectados.
También han resultado muy utiles para contener o eliminar la enfermedad los
programas de erradicacion consistentes en examen post-mortem de la carne,
medidas intensivas de vigilancia (comprende la inspeccién de explotaciones),
realizacion sistematica de pruebas individuales en los bovinos y eliminacion de
los animales infectados o que hayan estado en contacto con la infeccion, asi
como el control de los desplazamientos de los animales (OIE, 2007).

En los examenes post-mortem se buscan tubérculos en los pulmones y
nddulos linfaticos (OIE, 2007).

En México, el control y erradicacion de la tuberculosis bovina es
fundamental por sus implicaciones en salud publica y por factores
socioeconomicos. La exportacién de ganado en pie a los Estados Unidos de
Norteameérica, establece una parte importante de divisas que ingresan a
nuestro pais por concepto de produccion pecuaria (Delgado et al., 1999).

Como apoyo a las campafas nacionales para el control y erradicacion
de diversas enfermedades de los animales domésticos, el Gobierno Federal ha
equipado laboratorios en todo el pais para que colaboren en la deteccidén de
estas y realicen un sistema de monitoreo del avance de campafas tal es el
caso de la Comarca Lagunera que participa en la Campafa Nacional para el
control y erradicacién de la tuberculosis y brucelosis. La constante revision de
la campana para el control y erradicacion de la tuberculosis bovina en ganado
para exportacion, realizada por los compradores extranjeros, ha permitido tener
flujo de animales de zonas con buenas medidas de seguridad que incluyen, la
tuberculinizacion por intradermorreaccién, eliminacién animales reactores
positivos a la prueba, toma de muestras en rastros tipo TIF, envio de muestras
a los laboratorios de prueba y diagndstico histopatologico y microbioldgico por
parte de los mismos. En caso de no llevarse a cabo estas actividades, y al
presentarse casos positivos de tuberculosis bovina en ganado mexicano
exportado, se dispondria el cierre de la frontera a estos animales,
disminuyendo el ingreso de capital a nuestro pais por este concepto (Delgado
et al., 1999).
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Una vez identificados los animales infectados se procede a su
eliminacién, en nuestro pais, el numero de animales infectados es elevado por
lo que es una decision delicada con respecto a los criterios a seguir (Delgado et
al., 1999).

Actualmente en nuestro pais existe la campana nacional contra la
tuberculosis bovina, en donde se establecen los pasos a seguir para el control
y erradicacidon, asi como las pruebas para el diagnostico. La prueba a
realizarse es la prueba simple intradérmica en el pliegue ano caudal,
inyectando 0.1 ml. de la tuberculina PPD bovina (Delgado et al., 1999).

Uno de los principales problemas que surgen en el curso de las
campanfas de control y erradicacion de la tuberculosis bovina es la reaparicion
de la infeccion en rebanos que fueron saneados en las fases anteriores, con el
consiguiente costo economico derivado (Delgado et al., 1999).

En la mayoria de los casos no es posible aclarar epidemiolégicamente el
origen del foco, pudiendo tratarse de una desinfeccion o bien de un rebrote de
la infeccidn, que habria quedado latente en alguno de los animales del rebario,
sin que las técnicas de diagnéstico disponibles fueran capaces de detectarlo
(Delgado et al., 1999).

Para aclarar este origen es importante utilizar técnicas de biologia
molecular que permitan conocer la heterogeneidad genética de las cepas por
regiones geograficas ganaderas y de esta forma poder identificarlas, para
establecer medidas que limiten su diseminacién. La Biologia molecular de las
infecciones por M. bovis en los animales y el hombre esta siendo usada como
una nueva herramienta para examinar la transmision de la tuberculosis bovina
(Delgado et al., 1999).
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La deteccion de los animales infectados impide que su carne penetre en
la cadena alimentaria y pone a los servicios veterinarios tras la pista de su
rebafio de origen, que es sometido a pruebas y en caso necesario, eliminado.

La pasteurizacion de la leche de animales infectados hasta una
temperatura de 62 °C por 30 min suficiente para matar a las bacterias ha
impedido que la enfermedad se propague en poblaciones humanas (OIE,
2007).

Rara vez se intenta administrar un tratamiento a los animales infectados,
porque resulta muy caro y prolongado, y porque el gran objetivo ultimo se cifra
en erradicar la enfermedad (OIE, 2007).

En medicina humana se practica la vacunacién, que sin embargo en los
animales no se aplica a gran escala como medida preventiva: las vacunas
animales existentes presentan una eficacia variable e interfieren con la
realizacion de pruebas destinadas a erradicar la enfermedad. Actualmente se

estan ensayando una serie de nuevas vacunas experimentales (OIE, 2007).
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4.5. Diagndstico de Tuberculosis bovina.

El diagndstico especifico de cualquier proceso de naturaleza infecciosa
estriba en la identificacion del agente infeccioso; tradicionalmente por medio de
su aislamiento y posterior caracterizacidon microbiolégica, si bien otros
procedimientos (inmunoconjugacion directa usando anticuerpos marcados con
fluoresceina o con peroxidasa, PCR) pueden obviar el estudio microbioldgico.

Esto también es aplicable al diagnodstico confirmativo de la tuberculosis;
pero deben utilizarse antisueros monoespecificos de la micobacteria (por
ejemplo la proteina MPB70 de Mycobacterium bovis), pues entre las distintas
micobacterias, patégenas o no, e incluso otros géneros bacterianos
(Actynomices, Nocardia) ocurren reacciones cruzadas (Galey, 1998).

El diagnéstico de la tuberculosos en hatos primo-infectados se hace por
la caracterizacion macro y microscoépica de las lesiones en animales muertos
en la finca o remitidos al matadero, seguido del aislamiento vy tipificacion en el
laboratorio (Aagaard et al., 2003).

En las areas endémicas el diagndstico se hace antes de que muera el
animal por dermoreaccion, ademas debe hacerse vigilancia en los mataderos y
hacer evaluacidon macro y microscopica de las lesiones compatibles con
tuberculosis (Aagaard et al., 2003).

Las muestras a partir de las cuales se va a procurar el aislamiento
variaran en funcion de la accesibilidad que se tenga al animal y por supuesto
del asentamiento (forma anatomoclinica) organico de la infeccion (Aagaard et
al., 2003).

En los animales vivos el diagndstico directo suele resultar infructuoso
pues en la mayoria de los casos la tuberculosis cursa con lesiones
granulomatosas encapsuladas no abiertas al exterior; unicamente cuando la
evolucion es mas grave, en fase de generalizacion de la infeccion, o si
predominan las lesiones exudativas y los 6rganos afectados tienen conexion
directa con el exterior (pulmodn, intestino, riidn), resulta factible detectar las

micobacterias en sus secreciones respiratorias, heces, orina (Galey,1998).

40



Mas dificil es el diagndstico directo en las infecciones subclinicas en los
animales vivos, ya que no suelen comportarse como excretores de
micobacterias o lo hacen accidentalmente y en muy bajas concentraciones de
bacterias. En los cadaveres sospechosos de tuberculosis resulta facil
seleccionar la muestra organica debido al caracter tipico de las lesiones. No
obstante, en individuos muertos sin alteraciones macroscopicas de
tuberculosis, pero presuntivamente infectados (tejones en zonas endémicas)
conviene analizar por métodos inmunohistolégicos seriados y por PCR los
organos donde el asentamiento de las micobacterias es mas frecuente en
pulmén, higado, rindn, bazo, nédulos mediastinicos y mesentéricos (Galey,
1998).

En campo podemos usar las pruebas de dermoreaccion:
e Prueba Tuberculinica Ano-Caudal
e Prueba Tuberculinica Cervical Simple

e Prueba Tuberculinica doble comparativa

4.5.1. Prueba Tuberculinica Ano-Caudal

El diagnostico de la tuberculosis bovina se basa en la prueba
intradérmica de la tuberculina (PPD) y permite descubrir el 96- 98% de los
animales infectados (Blaha, 1995). Esta prueba ha sido la base de todos los
esquemas de erradicacion de la tuberculosis que incluyen la deteccién y el
posterior sacrificio de los animales infectados (Tizard, 2002). Existen varias
maneras de realizar la prueba de la tuberculina en el ganado bovino, siendo la
mas simple la prueba intradérmica unica (PIU). En esta prueba se inyecta 0.1
ml de PPD bovina de un miligramo por mililitro en el pliegue caudal y se
examina el sitio de inyeccion 72 horas mas tarde. Una reaccion positiva
consiste en una tumefaccion difusa, caliente e indurada en el sitio de la

inyeccion, la cual es facil de identificar (Tizard, 2002).
Positivo: 5mm o mayor

Sospechoso: 3mm/ mas o0 menos de 5mm

Negativo: menos de 3mm

41



Hay que tener en cuenta que todo animal sospechoso en un
establecimiento donde se hayan detectado animales reaccionantes positivos en
pruebas anteriores o en la que se esta realizando se le debe considerar
positivo (Baron, 2008).

4.5.2. Prueba Tuberculinica 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 (NOM-031-ZO0-1995).

En esta prueba el lugar de inoculacion es el tercio medio del cuello. Esta
zona se debe depilar con maquina o tijera a 5 cm. de diametro
aproximadamente. Se mide con un calibre el espesor de la piel previamente y
se inyectan 0.1 ml de tuberculina PPD bovina de un miligramo por mililitro.La
lectura se hace mediante un calibre a las 72 horas .Cuando la lectura se ve
impedida por razones climaticas u otras causas, esta puede hacerse hasta 24
horas mas tarde. Si la lectura se realiza mas tarde de esto la prueba no tiene
validez por lo que el diagnostico no sera confiable y debe repetirse la prueba a
los 60 dias (Baron ,2008).

Positivo: Cuando sea visible y/o palpable cualquier engrosamiento, rubor, calor,
dolor o necrosis en el sitio de aplicacion, 3mm o mayor (NOM-031-Z0O0-1995)
Negativo: Cuando no se observe ni se palpe ningun cambio en la piel del sitio
de aplicacion. Menos de 3mm (NOM-031-ZO0-1995).

4.5.3. Prueba tuberculinica doble comparativa

Se aplican tanto PPD bovino como PPD aviar, midiendo previamente el
grosor de la piel con un vernier o cutimetro antes y después de la aplicacion en
dos diferentes puntos. La finalidad de esta prueba es diferenciar la reaccion
inflamatoria con M. bovis y M. avium (Cano, 2007).

Este tipo de sensibilizacion puede ser atribuido a la gran reactividad
antigénica cruzada existente entre las especies de micobacterias y otros

géneros afines (Cano, 2007).

42



Esta prueba consiste en la inyeccidn de tuberculina bovina y tuberculina
aviar en diferentes puntos del cuello la inoculacién se realizara en el tercio
medio superior de la tabla del cuello, por lo que previo a la inoculacion debera
rasurarse dos areas de alrededor de 1cm2 y se aplicara 0.1 ml de PPD aviar y
1cm por debajo 0.1 ml de PPD bovino, la distancia entre las dos inyecciones
debe ser de aproximadamente 12 a 15 cm. La segunda lectura se realizara a
las 72 hrs y la interpretacion se realizara restando la lectura final a la inicial,
comparando el resultado con una tabla de interpretacibn como la que se

muestra a continuacién (Baron, 2008).

En todas las inyecciones se realiza introduciendo la aguja oblicuamente
en las capas profundas de la piel e inyectando la dosis de tuberculina. Después
se comprueba que la inyeccidn ha sido bien realizada detectandose al tacto

una pequefia inflamacién en el lugar de la misma (Baron, 2008).

Las tuberculinas autorizadas para efectos de Campana son:

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

b) PPD aviar: elaborado con Mycobacterium avium cepa D4, que sera
utilizada en la prueba cervical comparativa.

La tuberculina de PPD aviar debe contener como colorante el rojo de
Ponceau, para distinguirla de la de PPD bovino que no lleva colorante.

c) Las tuberculinas deben ser transportadas y conservadas en frio a una
temperatura de 4 a 8°C y protegidas de la luz solar directa durante el trabajo de
campo, debe verificarse el lote y fecha de caducidad del producto. Una vez
utilizado el antigeno, debera desecharse el resto del contenido del envase si no
se va a utilizar el mismo dia (NOM-031-ZO0-1996).
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El instrumental necesario para la realizacion de la tuberculinizacion se
ajustara a las siguientes especificaciones:

a) Se utilizaran jeringas graduadas de 1 ml con graduacion de 0.1 ml, de
preferencia desechables, automaticas o en caso contrario limpias, esterilizadas
y en buen estado.

b) Las agujas seran hipodérmicas, calibre 24 a 26 de 0.5 a 1.0 cm de
largo, de preferencia desechables o en caso contrario limpias, esterilizadas y
en buen estado.

c) Para la prueba cervical comparativa se usara un cutimetro metalico o
de plastico como el vernier o pie de rey, graduado en mm (NOM-031-ZOO-
1996).

4.5.4. Diagnostico bacterioldgico.

a) Examen directo: Mediante la tincion de Ziehl Neelsen o de nueva
fucsina para microorganismos acido alcohol resistentes en frotis realizados con
el material sospechoso. En caso de ser una muestra positiva, con esta tincion
se observaran bacilos tefiidos de color rojo (NOM-031-ZO0-1995).

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 y sin huevo, Middle Brook y Stonebrink,
Petragnani, ATS y Lowenstein Jensen (NOM-031-ZO0-1995).
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4.5.5. Forma de envio de muestras para el aislamiento bacterioldgico.

Es necesario sumergir los tejidos en soluciéon saturada de borato de
sodio, si se trata de nodulos aparentemente afectados se deberan enviar
completos sin grasa; si se trata de otro tejido, se debera seleccionar la posible
lesion y enviar muestras no mayores de 2 cm por lado.

El tiempo maximo en que debe permanecer el tejido en la solucion de borato de
sodio es de 10 semanas, si el tiempo es mayor la muestra se deshidrata (NOM-
031-Z0O0-95).

4.5.6 Diagnostico histopatologico.

Se realiza en muestras de aproximadamente 2 cm por lado con lesiones
sugestivas a tuberculosis fijadas con formol al 10% amortiguado con fosfatos
en una relacién de 1:10, es decir una parte de tejido por nueve partes de
formol. Se realiza la técnica de rutina de inclusion en parafina, y las tinciones
de Hematoxilina-Eosina (HE), Ziehl Neelsen (ZN).

Por medio del analisis histopatolégico, las preparaciones de tejidos,
tefidos con HE y con ZN, se observan al microscopio, se interpretan y se
describen de acuerdo a los hallazgos. Histolégicamente la tuberculosis se
aprecia en forma clasica con una necrosis central mineralizada, fibroplasia
periférica o difusa e infiltracion de macréfagos, células epitelioides 6 células
gigantes tipo Langhans (NOM-031-ZO0-96).

El principal problema del diagndstico histopatolégico de la tuberculosis
bovina no esta en la interpretacion de la las lesiones, sean esta sugestivas o
compatibles con la infeccion sino en la identificacion del agente causal
(Delgado et al., 1999).

M. tuberculosis actualmente depende de la tincién acido alcohol resistente
(BAAR) (Curry et al., 1998).
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4.5.7 Forma de envio de muestras para estudio histopatoldgico.

Las muestras con lesiones sugestivas a tuberculosis deberan fijarse con
formol amortiguado al 10%, el tamafo de las mismas debera ser de
aproximadamente de 2 cm por lado y en una proporcidén de una parte de tejido
y nueve de formol (NOM-031-ZO0-95).

4.5.8. Diagnostico microbiologico.

Las micobacterias son bacilos aerobios, inmoviles y no formadores de
esporas, con un alto contenido de lipidos de alto peso molecular en su pared.
M. bovis crece mas lentamente que M. tuberculosis, es microaerdfilo y tiene
una temperatura optima de crecimiento de 37 °C. La morfologia colonial de M.
bovis es disgdnica y no cromdgena (Prat et al., 2007).

Se trabajan tejidos no mayores de 2 cm por lado, con lesiones
sugestivas a tuberculosis sumergidos en una soluciéon saturada de borato de
sodio en un tiempo no mayor de 10 semanas. Se examinan frotis directo del
material sospechoso y se tifien con Ziehl Neelsen o nueva fucsina. Puede
utilizarse la microscopia de fluorescencia mediante la tincidn con auramina-
rodamina, auramina-acridina o auramina-fenol (DOF, 1996).

El examen indirecto consiste en cultivo, aislamiento e identificacion de
material sospechoso en medios especiales (DOF, 1996).

La deteccién al microscopio del bacilo alcohol acido resistente tefiido por
ZN es rapida pero no tan sensitiva se necesitan por lo menos 104 bacterias
(Zanden et al., 1998).

Tradicionalmente, los medios de cultivos a partir de huevo han sido
usados para el aislamiento primario de micobacterias. El diagndstico de una
infeccibn por micobacterias depende principalmente de la deteccién y

recuperacion de los bacilos alcohol acido resistentes (Zanden et al., 1998).
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El cultivo constituye el diagndstico en casos de formas incipientes de
tuberculosis y de tuberculosis extrapulmonar (genitourinaria, pericardica,
osteoarticular, gastrointestinal, peritoneal). Actualmente se conocen diferentes
medios de cultivo, como Herrolds con o sin huevo, Middle Brook y Stonebrink,
Petragnani, ATS y Lowenstein Jensen (DOF, 1996), que permiten el
aislamiento y recuperacion de las micobacterias. Estos medios pueden ser
liquidos o solidos, no selectivos y selectivos; estos ultimos pueden contener
uno 0 mas agentes antimicrobianos, que permiten inhibir el crecimiento tanto
de bacterias como de hongos (Hernandez et al.,2002).

El procedimiento consiste en tomar de pulmoén u otro 6rgano con
lesiones para el aislamiento micobacterial colocando 10 gr de tejido macerado
en 5 ml de solucion estéril homogenizada, luego se agrega un volumen igual de
hidroxido de sodio (NaOH) al 2% y luego se deja 10 min a temperatura
ambiente. La muestra se diluye 10 veces en fosfato salino bufferado (pH 7.3) y
sé centrifuga a 3,000 rpm por 30 minutos este proceso se repite dos veces con
agua destilada y al final el sobre nadante se inocula en el medio de cultivo
solido (Little et al., 1982).

El medio de cultivo es incubado a 37 °C por 10 semanas y revisado cada
2 semanas para observar el crecimiento micobacterial. Las muestras de
pulmoén y nédulos linfaticos con presencia de crecimiento para diferenciar son

tefiidos con tincion Gram y PAS (acido periddico de schiff) (Little et al., 1982).
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4.6. Diagnostico molecular

La epidemiologia molecular basada en el ADN ha hecho posible el
aislamiento especifico de M. bovis como responsable de los brotes de la
enfermedad. El desarrollo de técnicas de manipulacién genética de
micobacteria ha acelerado la busqueda de los genes virulentos de M. bovis y la
secuencia de su genoma (Feizabadi et al., 1996).

Entre los nuevos métodos de identificacion esta la cromatografia de
liquidos, secuencia de ADN, la secuencia de especies especificas con PCR,
los analisis enzimaticos de amplificacién y restriccion e hibridaciéon con las
pruebas de ADN con especificidad de especie. Recientemente, una prueba de
fluorescencia en hibridacion in situ la cual usa péptidos de acidos nucleicos
para la identificacion de la bacteria de cultivos (Hongmanee et al., 2001).

La necesidad critica de un diagnostico de laboratorio rapido para la
tuberculosis lleva al desarrollo de un gran numero de procedimientos para un

diagndstico molecular como la tipificacion de Mycobacterium bovis, que

incluyen métodos de amplificacion basados en la PCR (Neimark et al., 1996).

4.6. 1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En los afios setenta se desarrollaron los métodos que permitieron de
manera simple y relativamente rapida para determinar la secuencia
nucleotidica de cualquier fragmento de DNA. Estos primeros intentos de
secuenciar los acidos nucleicos siguieron los pasos empleados en la
secuenciacion de proteinas: romper las moléculas en pequefios fragmentos,
determinar su composicion de bases y deducir la secuencia a partir de
fragmentos solapantes (Jaques et al., 1996).

Este método resulta mas o menos sencillo para proteinas que resultan
de la combinacion de hasta veinte aminoacidos distintos, pero constituye un
problema en el caso de los acidos nucleicos donde la secuencia resulta de la

combinacion de unicamente cuatro nucleotidos diferentes (Jaques et al., 1996).
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La reaccion en cadena de la polimerasa, ya mas conocida como PCR,
es una técnica que permite replicar entre cientos de miles y millones de veces,
en el transcurrir de pocas horas in vitro, pequefnas cantidades de ADN. Uno de
los aportes fundamentales de esta metodologia a la investigacién basica en
biologia molecular consiste, precisamente, en la rapidez y eficiencia mediante
las cuales se realiza una tarea que antes requeria largas y tediosas ornadas
(Watson et al., 1992).

En 1983, Kary Mullis dio a conocer la Técnica de reaccion en cadena de
la Polimerasa o PCR que es una técnica para la sintesis "in Vitro" de
secuencias especificas de ADN con la cual la insuficiente cantidad de ADN ya
no es un problema en los procedimientos de Biologia Molecular ni en los
procedimientos de diagndstico basados en el estudio de ADN (Jaques et al.,
1996).

Desde que Watson y Crick publicaron el modelo de la estructura en
doble hélice del acido desoxirribonucleico o ADN, se ha producido una
verdadera revolucion que ha llevado a crear una nueva rama de la ciencia, la
Biologia Molecular, cuyo objetivo fundamental es la comprension de todos
aquellos procesos celulares que contribuyen a que la informacién genética se
transmita eficientemente de unos seres a otros y se exprese en los nuevos
individuos, es decir, aquellos procesos celulares en los que participan los
acidos nucleicos; por tanto utiliza varias herramientas y técnicas para su
estudio (Ramirez et al.,2003).

La reaccién en cadena de polimerasa o PCR (de sus siglas en inglés
Polymerase Chain Reaction) fue descubierta en 1985 por Karry Mullis en el
laboratorio de Cetus Corporation, California, USA, lo que le represent6 el
premio Nobel en 1993. Su nombre lo debe a que la actividad de la enzima ADN
polimerasa permite fabricar una cadena de ADN complementaria a otra ya
existente. Es una técnica empleada en Biologia Molecular que permite la copia
in vitro de fragmentos especificos de ADN; consiste en la separacion por calor
de las dos cadenas del ADN que se quiere amplificar a partir de un punto
marcado por dos segmentos pequeios de ADN conocidos como cebadores
(primers o iniciadores), que estan constituidos de 10 a 30 nucledtidos e indican

el inicio y el final del fragmento a duplicar (Ramirez et al., 2003).
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Mediante la accion de una enzima denominada ADN polimerasa, se van
agregando en forma complementaria los nucleétidos necesarios para obtener
una replica exacta de la cadena original. Este procedimiento se repite varias
veces Yy se obtienen multiples copias del fragmento de ADN escogido (Ramirez
et al., 2003).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de la
biologia molecular que permite amplificar exponencialmente una secuencia
especifica de ADN que puede ser detectada tras electroforesis en gel de
agarosa tefido con bromuro de etidio. La técnica puede realizarse en tan solo
24 a 48 horas (Altamirano et al.,1992) y es capaz de demostrar la presencia de
fragmentos de ADN micobacteriano en muestras biol6gicas de pacientes con
sospecha clinica de tuberculosis y resultados negativos en la tincion de Ziehl-
Neelsen o el cultivo, lo cual resulta particularmente util en infecciones no
baciliferas y en pacientes con cuadros atipicos asociados con la infeccién por
el virus de la inmunodeficiencia humana o a la inmunosupresién por trasplante
(Toledo,199; Langeneger,1981). La amplificacion de secuencias especificas de
ADN micobacteriano mediante RCP ha sido utilizada en cultivo y directamente

en muestras biolégicas (Sommerfelt, 1989; Acha et al., 2003).
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4.6.2. Material

La PCR es una prueba in vitro para la amplificacion especifica del ADN.
Los componentes son: ADN blanco, cuatro nucleétidos de ADN, dos primeros y
una reaccion buffer. EI ADN blanco es el ADN que es amplificado por la PCR
(Frothingham et al., 1994).

Para el diagnéstico de enfermedades infecciosas el ADN blanco es
obtenido muchas veces del cultivo microbiolégico o muestras clinicas. La
polimerasa es una enzima que copia el ADN, normalmente la fraccion de
repeticion. La polimerasa usa una cadena del ADN como templete para la
sintesis complementaria de una nueva cadena, usando los cuatro nucledtidos
del ADN como ladrillos. Los dos primeros fragmentos sintéticos de solo una
cadena de ADN (oligonucleédtidos) tipico entre 15 a 25 bases largas
(Frothingham et al., 1994).

Cada primers es complementario a la region de la cadena del ADN
blanco (sitio de reconocimiento). Base de unidon complementaria entre cada
primer y ADN blanco proporcionan una especificidad a la PCR. Esta prueba es
economica. Los elementos tipicos de volumen de reaccion son 50 ul con un
valor menor a US $ 1.00. El costo actual de la prueba es alto incluyendo
equipo, preparacion de la muestra, controles negativos y positivos, deteccion

de productos por PCR y mano de obra (Frothingham et al., 1994).

4.6.3. Equipo

La reaccidén es una mezcla rapida de calor y frio realizada en un equipo
llamado termociclador. Son fabricados en gran variedad donde los costos
varian entre US $ 2,000 a $ 15,000. Los modelos actuales de termocicladores
pueden completar de 30 a 40 ciclos de amplificacion en aproximadamente dos
horas (Frothingham et al., 1994).

Figura. 2. Termociclador en el cual se hace una mezcla rapida de calor y
frio de acuerdo al ciclo programado para PCR
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4.6.4. Prueba de laboratorio

La PCR esta basada en un numero de ciclos repetitivos de tres
secuencias que ocurren a diferentes temperaturas de incubacién, en un mismo
tubo en presencia de reagentes termoestables, en adicion a la secuencia de
ADN a ser amplificada (1), dos pequefos oligonucledtidos indicadores
denominados primers, (2), grandes cantidades de 4 desoxirebonucleosidos
trifosfatados (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y (3) una enzima termo estable Taq
DNA-polimerasa, aislada de la bacteria termofila Thermus aquaticus
(Eisenstein et al., 1990).

El primer paso del procedimiento es la desnaturalizacin del ADN en esta
etapa la temperatura debe de ser alta de (90 a 95° C) para fragmentar la
uniones de los puentes de hidrogeno que las mantiene unidas. Esta etapa
forma una fila de ADN complementaria denominada templete o molde, aqui se
unira otra molécula de ADN que contendra la secuencia complementaria a ella
primers (Eisenstein et al.,1990).

El segundo paso del ciclo ocurre a temperaturas mas bajas (50° C) es
denominado alineamiento, los primers son alineados en secuencias
complementarias a filas opuestas de ADN los primers alineados de forma que
la reaccion de extencion del priemer dirija la sintesis de ADN de una direccién a
otra. Asi mismo un primer “@” una sintesis de la fila de ADN que podra ser
reconocida en el prooximo ciclo por el primer “b” y viceversa esto resulta de un
numero de sintesis de la nueva region del ADN flanqueado por los dos primers
(Taylor y Quirke, 1993). Los primers no pueden templarse uno a otro en sus
sitios de templacion deben de ser suficientemente distantes uno de otro para
permitir una la sintesis subsecuente del nuevo producto (Eisenstein et
al.,1990).
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El tercer paso del ciclo es nombrado polimerizacion y es una sintesis de
una segunda fila complementaria de DNA que ocurre por la adicion de
desoxirribonucledtidos trifosfatos por la Tag DNA polimerasa en la regidén de
templacion de cada primer, a una temperatura de aproximadamente 72° C esta
extension ocurre en sentido 5° — 3° (Taylor et al,1993) a una velocidad de 24
nucleodtidos por segundo (Sreevatsan et al.,2000), de modo que cada nueva fila
consiste en una secuencia de nucledtidos ligados con un primer en su
extremidad 5’siendo esta complementada a un templete o molde
correspondiente (Eisenstein ,1990).

Un numero de ciclos requeridos para la optima amplificacion 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 ADN. Una incubacion final a una temperatura de 72° C resulta
en secuencias de moléculas de ADN homologas de ADN que les dio origen
(Eisenstein, 1990).

La ADN polimerasa mas frecuentemente utilizada es la Taq ADN
polimerasa aislada de T. Aquaticus. El uso de la Taqg ADN polimerasa
termoestable tiene grandes ventajas: no necesitan de reposicion en una
actividad maxima desde que ocurre en temperaturas elevadas, haciendo una
reaccion mas especifica y sintesis mas rapida (Taylor et al.,, 1993). Esta
sustituciéon permite un proceso mas rapido y una expansion a su aplicacién
(Eisenstein ,1990).

El desarrollo de métodos moleculares para la tipificacion del complejo
Mycobacterium tuberculosis muestran gran avance en el estudio de la
epidemiologia de la tuberculosis (Eisenstein ,1990).

El analisis de la restriccion del fragmento de extension polimoérfica

basada en la deteccion del elemento IS6110 (Prod"hom et al., 1997).
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El método mas extensamente usado para diferenciar cepas del complejo
Mycobacterium tuberculosis son la huella de ADN por Sourthern blotting
(tincion meridional) del ADN gendmico usando el elemento movil IS6110 como
una prueba. Otro elemento usado son los elementos de pares repetitivos de
diferenciacién de cepas que es la secuencia abundante GC PGRS vy triple
(GTG)5. Sin embargo los métodos basados en la PCR visualizan y describen el
polimorfismo en el ADN de las cepas relacionadas con el complejo
Mycobacterium tuberculosis, los métodos descritos no son apropiados para la
deteccion vy tipificacidn simultanea de Mycobacterium tuberculosis en muestras
clinicas por una gran variacion en el tamano de ADN blanco que es unido por
los primers. Se ha descrito un nuevo método llamado “espoligotipificacion de
espacios” (spoligotypingde espacios) donde las repeticiones directas (DR) de
los blancos en vitro son usadas para la amplificacion de ADN vy la variacién de
espacios es aprovechada para obtener diferentes patrones hibridos de la
amplificacion del ADN con espacios multiples sintéticos de oligonucleétidos,
como un término de covarianza en la membrana. La espoligotipificacion es un
método simultaneo rapido y confiable para la deteccién vy tipificacion de M.
tuberculosis en muestras clinicas sin necesidad del cultivo o ADN purificado
(Garnier et al., 2003).

Con la disponibilidad de la secuencia genética de M. bovis, nos
encontramos con la posibilidad de dirigir las bases genéticas de las
caracteristicas fenotipicas claves del bacilo tuberculoso bovino (Garnier et al.,
2003).

Por el uso de analisis comparativos, se ha encontrado que deleciones
de la informacién genética han sido la fuerza dominante en darle sentido al
genoma. Los analisis indican que la variacion en los componentes de la pared
celular y expresiéon genética, que fueron claves para la evolucion de M. bovis
(Garnier et al., 2003).
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El uso de la PCR para el diagnéstico de las infecciones bovinas no ha
sido evaluado a gran escala a nivel de campo o establos de estudio, asi que las
pautas para su uso en un programa de erradicacion pueden ser recomendadas.
A pesar de que existen datos limitados de estudios con animales aislados
(Sreevatsan et al., 2000).

El aislamiento de M. bovis en medios bacteriolégicos de casos
sospechosos de TBB requiere de tiempo y es laborioso. Asi mismo, la PCR y
los analisis radiométricos son procedimientos secundarios y no alternativos de
los procedimientos bacterioldégicos. Por lo tanto, existe la necesidad de
desarrollar nuevas técnicas que ayuden a una rapida deteccion de
micobacterias, tanto de M. bovis (Djonne et al., 2003), como M. tuberculosis;
M. avium y M. intracellulare en diferentes tipos de muestras (lwamoto et al.,
2003).

La PCR es usada para detectar secuencias de insercion especificas,
IS6110, solo para miembros del complejo M. tuberculosis (MTC) e 1S1245 es
especifica de M. avium (Ibara et al., 2003).

En la TB humana, la tipificacion molecular es avanzada por el uso de la
insercion de la secuencia 1S6110, la cual se repite muchas veces en el
genoma de M. tuberculosis produciendo una heterogeneidad genotipica de
aislamiento. En M. bovis, 1S6110 es menos util porque el genoma de la
mayoria de las cepas contiene solamente una o muy pocas copias 1S6110. Un
elemento mévil de DNA en el genoma de M. tuberculosis en la insercion de
secuencia 1S6110, es la base para un método estandar para diferenciacion de
cepas. El numero y la localizaciéon de la copia IS6110 en el cromosoma origina
los cambios con el analisis de polimorfismo extenso del fragmento amplificado
fluorescente (FAFLP) con Pvull u otra enzima de restriccion dentro del
elemento. La técnica Spoligotyping (oligotipificacion del espacio) es capaz de
distinguir entre cepas, las cuales tienen unas cuantas copias 1S6110 (Goulding
et al., 2000).
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La PCR para el complejo Mycobacterium tuberculosis tiende a mostrar
ser una util herramienta para el diagndstico de la infeccidon tuberculosa. Varios
estudios muestran que la PCR puede trabajar con muestras clinicas de esputo,
fluidos respiratorios y tejidos homogéneos permitiendo asi un rapido
diagndstico de la tuberculosis, con una sensibilidad comparable a la del cultivo
pero en una cantidad de tiempo corto 3 dias para la PCR, contra 2 a 6
semanas necesarias para el cultivo y la identificacion (Grulia et al., 1998).

Para investigacion histopatolégica en humanos y animales las muestras
de tejidos son fijadas en formalina y hechos bloques de parafina. La ampliacién
pertinente de la técnica de fijacion de tejidos en formalina como la de cubos de
parafina, pueden mejorar la rutina de diagnéstico de la infeccion tuberculosa
(Grulia et al., 1998).

El solo material disponible en el bloque de parafina da la posibilidad de
evitar el cultivo, pues el tejido se encuentra preservado (Grulia et al., 1998).

La PCR ha sido aplicada con éxito en la detecciébn de grupos
pertenecientes al complejo M. tuberculosis la amplificacion de secuencias
especificas de ADN por técnicas de PCR proporcionan un diagnostico rapido
de muchas enfermedades y especialmente en la deteccion directa de
Mycobacterium bovis en muestras de tejidos bovinos. El éxito de la PCR
depende de la ausencia de contaminantes en ADN que pude alterar el proceso
de la amplificacion para un aislamiento libre del ADN se aplica tiosinato
diatomaceus de silicio para eficiente la técnica, pues la presencia de impurezas
interfiere con la PCR obstaculizando la adopcion universal de esta técnica en
estudios recientes se muestra la adicion de G-caseina que puede corregir el
problema. La PCR se ha adoptado para identificar el complejo M. tuberculosis a
partir de nodulos linfaticos con lesiones macroscopicas sospechosas desde
animales sacrificados y comparandose con las técnicas de cultivo (Grulia et al.,
1998).
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Recientemente se ha desarrollado una técnica alternativa de
espoligotipificaciéon basada en la amplificacion directa repetitiva enzimatica del
locus de M. bovis este método detecta la presencia o ausencia de espacios de
repeticion directa del locus. Es preferible utilizar espoligotipificacion en lugar de
IS6110-RFLP cuando IS6110 esta presente en poca cantidad. Este método
puede distinguir facilmente entre M. tuberculosis y M. bovis, pudiendo ser
usadas con muestras clinicas positivas al cultivo, como también directamente
desde muestras y puede ser usada para aislar e identificar clonaciones
naturales (Grulia et al., 1998).

Las pruebas de PCR distinguen entre M. tuberculosis y M. bovis
dependen de que M. tuberculosis contiene mas copias 1S6110 hechas que por
M. bovis. Sin embargo algunos estudios muestran que las cepas de M. bovis
tienen un alto numero de copias 1S6110, al contrario de algunas cepas de
Mycobacterium tuberculosis el gen mtp40 se reporta solo en M. tuberculosis, la
cual se ofrece como una alternativa para distinguir estas especies, pero
estudios mas alla revelan que este gen puede ser encontrado en su mayoria.
Aunque no en todas las cepas de Mycobacterium tuberculosis si no también se
puede encontrar en algunas cepas de M. bovis (Yeboah et al., 2001).

En 1997, Kamerbeek y colaboradores, reportan a la espoligotipificacion
basada en la PCR para las huella de las cepas del MTC. Estos trabajos fueron
basados sobre trabajos tempranos del polimorfismo de repeticiones directas
(DR) de las regiones de subespecies del complejo Mycobacterium tuberculosis
(MTCs) que dependen de la presencia o ausencia de espacios especificos en
la region de secuencia entre dos secuencias DR agregandose al avance de
diferenciacion entre M. bovis y M. tuberculosis, como M. bovis contiene 33 y 34
regiones de espacio, que estan ausentes en M. tuberculosis, M. bovis BCG dos
copias con regiones de espacio 33 pero solo una region de espacio 34, para la
diferenciacion entre M. bovis, M.bovis BCG, y M. tuberculosis se usa la PCR,
utilizandose también el PCR en aislamientos de cultivos, como para
identificacion de de géneros Mycobacterium, miembros del MCT vy distinguir
entre M. tuberculois, M. bovis, y M. bovis BCG (Yeboah et al., 2001).
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Varios estudios sobre el uso de la PCR han sido reportados, pero
ninguno de estos tiene completamente evaluado un protocolo fiable de como
poder superar el problema de la amplificacion del DNA del complejo
Mycobacterium tuberculosis desde material conservado (Grulia et al., 1998).

El ADN micobacterial es extraido de las colonias de que han crecido en
medios soélidos de agar usando tiosina guanidin (GuSCN) con particulas de
silicio el PCR multiplex actua como se describe previamente se usa para
diferenciar especies de Mycobacterium, primero es especifico para la region 33
5-ACA CCG ACA TGA CGG CGG- 3" y otro primer es especifico para la
region 34 5° -CGA CGG TGT GGG CGA GG-3’ ; para la seccién 1S6110 del
complejo Mycobacterium tuberculosis (MTC) los primer especificos son TB284
5-GGA CCA CGC CGA ATT GCG- 3"y TB850 5°-TAG GCG TOG GTG ACA
AAG GCC AC-3; y especificos para el género Mycobacterium (genenes
antigénicos de 65kDa) primer, TB11 5-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3y
TB12 5"-CTTGTC GAA CCG CAT ACC CT-3" (Jae-Hoon et al., 2002)

Las condiciones de trabajo de la PCR son 95° C por 5 minutos, 30 ciclos
a 95° C por 30 segundos, 60° C por 45 segundos, 72° C por 7 minutos.
Después los productos de la PCR son corridos sobre agarosa al 2% por una
hora. La secuencia I1S6110 es especifica del complejo Mycobacterium
tuberculosis que puede ser amplificada desde M. bovis, M. bovis BCG, los
espacios de la region 33 de M. bovis producen bandas de 99-bp y M. bovis
BCG produce dos bandas de 172 y 99-bp correspondiente de ambos lados de
los espacios de la region 33 en conjuncién con el espacio de la region 34 (Jae-
Hoon et al., 2002).

Las técnicas moleculares para la tipificacién de las cepas del complejo
mycobacterium tienen a ser desarrolladas para la investigacion de la
epidemiologia de estos organismos. El analisis por restriccion de
endonucleasas de ADN micobacterial produce largas bandas de ADN vy
después de la electroforesis, el gel dificulta la lectura y la interpretacion,
especialmente cuando se ocupan dos o tres enzimas de restriccion (Feizabadi
et al., 1996)
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4.6.5 Ventajas de la PCR

La técnica de la PCR presenta ventajas sobre las técnicas
convencionales de diagndstico debido a que tiene una mayor sensibilidad y
especificidad, presenta un menor numero de falsos positivos y negativos,
emplea un tiempo mucho menor para obtener los resultados y puede utilizarse
en todas las ramas de la medicina (Frothingham et al., 1994).

Tedricamente la PCR origina el doble del ADN blanco por cada ciclo. En
la practica se alcanza un factor de amplificacion entre a 108 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 et al., 1994).

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 deteccion y
caracterizacion simultanea de microorganismos, basandose en el analisis de
amplificacion de las secuencia de sus ADN entre los dos primeros
(Frothingham et al., 1994).

4.6.6 Limitaciones

La contaminacion es un importante problema de diagnostico para la
PCR; tipicamente la PCR produce millones a billones de copias de un
segmento de ADN por amplificaciéon. 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.,
1994).
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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 sensibilidad y especificidad de la PCR (Grulia et al., 1998).

Factores que inhiben la amplificacion de los acidos nucleicos por PCR
estan presentes dentro de los ADN blancos de muchas fuentes (Grulia et al.,
1998).

La inhibicidn actia en uno o mas de tres puntos esenciales en la
reaccion de la siguiente manera: ellos interfieren con la lisis celular necesaria
para la extraccion de ADN, interfieren por la degradacion o captura del ADN, e
inhiben a la actividad de la polimerasa (Wilson ,1997).

A pesar de que una amplia gama de inhibidores se han reportado, la
identidad y modos de accién 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 0 muestreos ambientales. Los inhibidores comunes incluyen varios
componentes de los fluidos corporales y reactivos encontrados en las ciencias
clinicas y forenses (e.g. hemoglobina, urea y heparina), constituyentes de
alimentos, (compuestos organicos y fenolicos, glucogenos, grasas y Ca2+), y
compuestos ambientales (compuestos fendlicos, acidos humicos y metales
pesados). Otros inhibidores de una amplia distribucion incluyen constituyentes
de las células bacteriales, ADN 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).

4.6.7 Descripcidon matematica de la PCR

Por definicion la PCR es una reaccion en cadena de la polimerasa los
productos de un ciclo de amplificacion sirve como templete para el préximo,
generando un aumento del producto exponencial y no lineal. La ecuacion que
rige este aumento es:

N= Ng X 2"

N= numero de moléculas amplificadas
No=numero inicial de moléculas

n= numero de ciclos de de amplificacion (Koller et al., 1995).
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V. NORMATIVIDAD

5.1. 1. Objetivo y campo de aplicacion de la Norma

La presente Norma es de observancia obligatoria en todo el territorio
nacional y tiene por objeto, regular y establecer los procedimientos,
actividades, criterios, estrategias, técnicas y caracteristicas para el control y
erradicacion de la tuberculosis bovina. Su campo de aplicacién seran todas las
explotaciones pecuarias que manejen bovinos, inclusive para aquellas
personas que posean unicamente un animal (NOM-031-ZO0-1995).

La vigilancia de esta Norma corresponde a la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Desarrollo Rural y a los gobiernos de los estados en el ambito de
sus respectivas atribuciones y circunscripciones territoriales, de conformidad
con los acuerdos de coordinacién respectivos.

La aplicacion de las disposiciones contenidas en esta Norma, compete
a la Direccion General de Salud Animal, a la Comision Nacional para la
Erradicacion de la Tuberculosis Bovina y Brucelosis, asi como a las
delegaciones estatales de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo
Rural, en el ambito de sus respectivas atribuciones y circunscripciones
territoriales.

Por lo que se refiere a la normatividad en materia de campana sanitaria
especificamente tuberculosis se basa en la ley de sanidad animal ,dicha ley es
de observancia general en todo el territorio nacional y tiene por objeto fijar las
bases para el diagnostico, la prevencion, control y erradicacion de las
enfermedades y plagas de los animales, con excepcion de los que tengan
como habitat el medio acuatico; apoyandose en la norma oficial mexicana que
es de caracter obligatorio, elaborada en los comités consultivos nacionales de
normalizacion de acuerdo con lo establecido en la ley federal sobre metrologia
y normalizacion; y expedida por la secretaria que establecera las campanias y

cuarentenas de animales necesarias (DOF,1996).
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5.1 .2. Disposiciones generales de la Campania.

El propdsito de la Campafa en bovinos consiste en establecer el
diagndstico, prevencion y control para la erradicacion de la enfermedad (NOM-
031-Z0O0-1995).

La Campafa se orienta a los animales de las especies bovinas de
cualquier raza y funcién zootécnica. En lo correspondiente a otras especies
domésticas y a la fauna silvestre, la Secretaria determinara las especies, en
que por razones que se consideren necesarias, sea aplicada esta Norma en los
lugares y tiempos que se indiquen (NOM-031-ZO0-1995).

La responsabilidad de operar la Campana en los estados, sera
compartida entre el gobierno federal, los gobiernos estatales, los productores,
poseedores y comerciantes de ganado, transportistas y otros que determine la
Secretaria, con las organizaciones previstas en la Ley de Asociaciones
Ganaderas y su Reglamento, a través de los Comités especificos de la
Campana (NOM-031-ZO0-1995).

La proteccidon de estados, regiones, zonas o hatos libres de la
enfermedad o en etapas avanzadas del programa, se efectuara mediante el
estricto control de la movilizacion animal, coordinandose para tal fin, el
gobierno federal, estatal y los productores a través de la Comision (NOM-031-
Z00-1995).

La prevencién y control de la tuberculosis también se podra enfocar a
reservorios y en la identificacion de las fuentes de infeccidén, asi como en el
correcto diagnostico y notificacion. Las actividades de operacion seran
responsabilidad del gobierno federal, estatal, municipal y de los productores, a
través de la Comisién (NOM-031-ZO0O-1995).

62



Ningun animal reactor a la prueba de tuberculina se podra movilizar a
otra explotacidn pecuaria, con excepcion del ganado productor de leche que se
destine a las unidades de produccion controlada o instalaciones del mismo
propietario dentro de la misma area geografica determinada por la Secretaria y
en transporte flejado (NOM-031-ZO0-1995).

Los Médicos Veterinarios aprobados deberan notificar por escrito por lo
menos con cinco dias de anticipacion a la Subdelegaciéon de ganaderia o
Distrito de Desarrollo Rural, la programacion de actividades de la Campainia,
cuando se trate de animales sujetos a comercializacion inmediata, esta
notificacion debera efectuarse por lo menos con un dia de anticipaciéon de la
fecha de realizacion de las pruebas diagnosticas (NOM-031-Z00-1995).

Para efectos de camparfa y soélo para el ganado especializado en la
produccion de leche, se incluye dentro de la fase de control un programa de
monitoreo que permita determinar la prevalencia de la enfermedad y las
estrategias a seguir para lograr el control y erradicacion de la misma (NOM-
031-Z00-1995).

Para instrumentar el inicio de la Campafa en cada estado, se reuniran
los representantes del Comité Estatal para la Erradicacion de la Tuberculosis
Bovina o, en su caso, la Delegacion de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo
Rural, de la representacién estatal de ganaderia, de las Asociaciones
Ganaderas Locales, de la Union Ganadera Regional, del Colegio Estatal de
Médicos Zootecnistas y de mutuo acuerdo propondran e informaran a los
ganaderos que comprendan el territorio de la Asociacion Ganadera Local, los
alcances de la Campafa, fecha de inicio, los procedimientos a seguir, asi como

las fases y opciones del programa(NOM-031-Z00-1995).
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5.1.3. Fases de campana

La Campana contempla las siguientes fases de operacion:
a) Control

b) Erradicacion

c) Libre

5.1.4 .Control:

- Iniciar la elaboracién de un padron estatal de productores.

- Control de la movilizacion.

- Contara con algunos de los elementos del Sistema de Vigilancia
Epizootiologica.

- Contara con un programa continuo de promocioén de la Campania.
- Constatacion progresiva de hatos.

- Infraestructura de servicios veterinarios técnicos y de diagndstico.
- Eliminacién de reactores.

- Existencia de unidades de produccion controlada (opcional).

- Existencia de URZ (opcional).

- Prevalencia de hato mayor a 2% o desconocida.

- Monitoreo en establos lecheros y desarrollo de estrategias.

- Cuencas lecheras permaneceran como areas cuarentenadas.

5.1.5. Erradicacion:

- Aprobacion expresa de la Secretaria.

- Padrén estatal de productores actualizado.

- Control estricto de la movilizacion.

- SIVE en operacion.

- Contar con un programa continuo de promocion de la Campafia.

- Constatacion del 100% de los hatos para conocer la prevalencia de la zona.

- Infraestructura de servicios veterinarios técnicos y de diagndstico en

operacion.
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- Eliminacién de reactores.

- Existencia de URZ, exclusivamente para prueba de ganado procedente de
zonas en erradicacion.

- Existencia de Unidades de Produccién Controlada.

- Prevalencia de hato menor al 2% con distribucion conocida.

- Monitoreo en rastros y mataderos.

- Contar con un Dispositivo de Emergencia en Salud Animal.

- Cuencas lecheras permaneceran como areas cuarentenadas (NOM-031-
Z00-1995).

5.1.6. Libre

- No haber registrado un caso de la enfermedad en los ultimos 5 afios.

- Aprobacion expresa de la Secretaria.

- Padrén de productores actualizado.

- Control estricto de la movilizacion.

- SIVE en operacion.

- Contar con un programa continuo de monitoreo de la Campana.

- Constatacion del 100% de los hatos.

- Infraestructura de servicios veterinarios técnicos y de diagndstico en
operacion.

- Existencia de URZ, exclusivamente para prueba de ganado procedente de
zonas en erradicacion.

- Monitoreo en rastros y mataderos.

- Contar con un Dispositivo de Emergencia en Salud Animal.

La determinacion de zona libre se hara mediante acuerdo del Secretario de
Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural, que debera publicarse en el Diario
Oficial de la Federacién (NOM-031-Z00-1995).
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5.1.7. Identificacion

Para efectos de la Campafa se debera identificar plenamente a los
animales inscritos en la misma, y para esto se utilizaran las siguientes
identificaciones:

a) Arete Oficial de Campanfa: utilizado en animales inscritos en la
Campana y a los que se les aplica la prueba de tuberculina.

El arete debe mostrar las siguientes caracteristicas:
*La abreviatura del estado de origen.
* Numero progresivo.

b) Arete azul: utilizado en animales que fueron probados y resultaron
negativos a la prueba de tuberculina, con fines de exportacion.

c) Arete azul con las siglas "HL": utilizado en animales procedentes de
un hato libre y con fines de exportacién.

El arete debe mostrar las siguientes caracteristicas:

* Siglas de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural (SAGAR)
y de su respectivo logotipo.

* La abreviatura del estado de origen.

* Numero progresivo.

Todos los animales que sean probados, resulten negativos y que sean
destinados para la exportacion, deberan ser marcados a fuego con la letra "M"
al lado derecho de la base del maslo de la cola (region sacrococcigea).

d) Arete rojo: utilizado en animales reactores a la prueba de tuberculina.
Todos los animales reactores a las pruebas de tuberculina seran marcados con
una perforacion circular, en la parte central de la oreja izquierda de 2.5 cm de
diametro o con la letra "T" en forma permanente en el masetero izquierdo,
ademas deberan ser aretados con el arete color rojo, para su clara
identificacion y enviados directamente a rastro autorizado por la Secretaria. En
el caso de bovinos lecheros podran ser trasladados a Unidades de Produccién
Controlada.

Para el ganado de registro que se desee movilizar a ferias y
exposiciones, podra utilizarse como identificacion el numero de registro oficial
tatuado en la oreja en vez del arete de Campaina (NOM-031-ZO0O-1995).

66



5.2. Estrategias de la Campana.

La estrategia en zonas de baja prevalencia (ganado de carne) son: el
diagndstico y sacrificio de animales positivos, la cuarentena de los hatos
infectados, la vigilancia epidemiolégica en rastros y mataderos y la
constatacion de hatos libres (NOM-031-Z00-1996).

En zonas de prevalencia mediana y alta (ganado lechero y doble
proposito) son el diagndstico, sacrificio o segregacion de reactores, cuarentena
de predios positivos, vigilancia en rastros, aplicacion de medidas de

bioseguridad y el manejo de hatos infectados.

5.2.1. Situacion actual de la Tuberculosis Bovina
Figura 3. Situacién actual de la tuberculosis bovina
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Cuadro 3. Estados erradicados y en control de la tuberculosis bovina de

acuerdo ala campafia nacional de Tuberculosis bovina.

ERRADICACION

CONTROL

AGUASCALIENTES (A)

AGUASCALIENTES (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) (Ad) 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
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VI. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Localizacion geografica de la Comarca Lagunera.

El muestreo se realizé en las instalaciones del Rastro Municipal Tipo
Inspeccién Federal (TIF) de Torredn Coahuila.

La investigacion y las pruebas de diagnostico se realizaron en las
instalaciones de la Universidad Auténoma 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 y en el Centro de
Investigaciones Biomédicas (CIB) de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Coahuila.

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
mts (Aguirre, 1981).

6.2. Sitio de Muestreo
Se realizaron muestreos de o6rganos considerados sospechosos a
tuberculosis de animales sacrificados en el Rastro Municipal (TIF) en Torredn,

Coahuila.

6.3 Toma de muestras postmortem
Las muestras recolectadas fueron de tejido pulmonar y nédulos linfaticos
bronquiales los cuales pertenecian a animales sospechosos a tuberculosis

bovina sacrificados en el Rastro.
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6.4 Preparacion de muestras postmortem.

Las muestras de tejidos fueron obtenidas de animales con lesiones
granulomatosas caracteristicas de infecciones micobacteriales durante Ila
inspeccion. Los tejidos fueron introducidos a recipientes que contenian borato
de sodio para la conservacion y transporte del tejido de acuerdo a la NOM-
031-ZO0-1995.

6.5 Extraccion de ADN.
Para la extraccion del ADN se utilizaron 2 técnicas.
La primera fue utilizando el Kit DNAzol (invitrogen Inglaterra) y se realizo de la

siguiente manera:

1. Se molié en un mortero 100-250 mg de tejido pulmonar o nddulo
linfatico.

2. Se le adiciono 1 pl de DNAzol (invitrogen Inglaterra).

3. Se coloco en la centrifuga durante 10 minutos a 10,000Rpm.

4. Se tomo el sobrante y se le agrego 0.5 ml de Alcohol absoluto ( Etanol),
se mezclo por inversion varias veces y se dejo a temperatura ambiente 3
minutos.

5. Al agregar el alcohol se forma una hebra la cual se lava con 1 ml de
alcohol al 75% 3 veces.

6. Se saco el sobrante y se dejo solo la pastilla la cual se coloca el tubo
horizontalmente y se coloca un mechero de alcohol para que seque la
pastilla.

7. Sele agrego 3 pl de TE.

8. Se realizo la lectura del ADN

9. Se anotaron resultados.
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La segunda técnica que se realizo para la extraccion de ADN es la siguiente:

Se macero la muestra de tejido y se agrego

A

o 0 ke

8.
9.

Tubo Adicionar Peso de tejido
1 40 ul de Proteinasa K [10 mg/kg]
166 ul Buffer lisis celular 100 mg

40 | SDS (10%)

2 20 ul de Proteinasa K [10 mg/kg]
166 ul de Buffer de lisis celular 50 mg
20 pl de SDS (10%)

3 10 pl de Proteinasa K [10 mg/kg]
166 pl de Buffer de lisis celular 25 mg
10 ul de SDS (10%)

4 30 ul de Proteinasa K [10 mg/kg]
166 ul de Buffer de lisis celular 75 mg

30 pl de SDS (10%)

. Se incubo durante 24 horas las muestras a una temperatura de 55°C

Se sacaron las muestras de la incubadora y se agrego 166 pl de NaCl a
cada muestra.

Se metieron a la centrifuga a 13,000 Rpm durante 15 minutos.

Se tomo el sobrante y se agrego 750 ul de Isopropanol frio.

Se agita hasta formar una hebra.

Se lava la hebra con 500ul de etanol al 70% 2 veces y se mete a
centrifugar nuevamente a 13,000 Rpm durante 5 minutos.

Se saca el sobrante y se colocan los tubos horizontalmente y con un
mechero de alcohol se coloca para que se evapore el etanol restante y
seque la pastilla.

Se le agrega al tubo que contiene la pastilla TE.

Se realiza la lectura del DNA mediante el Strectrophometer.

10.Se anoto los resultados.
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6.6. Condiciones de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

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 M.
tuberculosis.
Iniciadores: TB1F 5- GAA CAA TCC GGA GTT GAC AA-3"y TB1R 5°- AGC
ACG CTG TCA ATC ATG TA-3".
PCR anidada para la MPB70. Amplifica un fragmento de 208 pb del gen
MPB70, dentro de la regién de 372 pb, utilizando una decima parte del
producto obtenido en la PCR simple.
Iniciadores: M22/3 5°- GCT GAC GGC TGC ACT GTC GGG C -3y M22/4 5™-
CGTTGG CCG GGC TGGTTT GGC C -3

6.6.1 A partir de muestras de tejido

Para la realizacién de la técnica se utilizaron obtuvo una lectura de ADN
de 250-500 ul de ADN para la PCR simple. Las reacciones de PCR se hicieron
en un volumen total de 20 pl. La mezcla de PCR contenia una concentracion de
agua 2.5 pl, Master mix 12.5ul, Oligo TB1F 1.0y, Oligo TB1R 1.0ul, y 3 pl de
ADN y una segunda con técnica utilizando una concentracion de agua de 4.0
pl, Mater Mix 13.5, Oligo TB1F 0.75ul, Oligo TB1R 0.75ul y 1 pl de ADN.

6.6.2. Condiciones de PCR simple

Para muestras de ADN a partir de tejido, precalentamiento a 94° C 12°
(para Taq Gold), 24 ciclos de 94°C por 30 ~~ ,58°C por 30"'a 72 °C 30" y una
extension final de 72°C 5.

6.6.3. Condiciones para PCR anidada
Para muestras de ADN a partir de tejido, precalentamiento a 94°C 12" (para
Taq Gold), 35 ciclos de 30" a 94°C, 30" a 72 °C y una extension final de 72°C
10°.

Para muestras de ADN a partir de exudado, 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°.
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Cuadro 4. Protocolo pata tejido PCR Simple.

Simple

1X

Agua

2.5 ul

Simple

1X

Master Mix

12.5 pl

Agua

4.0

i

Oligo TB1F

1.0 pl ( 25 pmol)

Master Mix

13.5 i

Oligo TB1R

1.0h 7 pl ( 25 pmol)

Oligo TB1F

0.75 pl ( 25 pmol)

ADN

3ul

Oligo TB1R

0.75 pl (25 pmol)

Cl (TBBE1)
96°C
94°C
58°C
72°C

15seqy
30seg
40seg
30seg

> 34 ciclos

72°C 5min “

Los productos de amplificaciéon se visualizan en un gel de agarosa al 2.5

% ,40 min a 90v. 3 pl de producto de amplificacién y 1 pl de buffer de muestra

(azul).

6.6.4. Protocolo para Control Interno.

Para descartar cualquier tipo de inhibicion enddégena de la reaccion ,se
realiza una PCR control utilizando los oligonucleétidos C y B1'5-CCA TCC AAC
ATC TCA GCA TGA TGA AA-3'y CyB2'5 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. Volumen final 20ul ADN 250- 500ng. 34 ciclos

desnaturalizacion 30seg a 94°C, alineacion 40 seg a 58°C, y extension 5min a

72°C.

ADN

1.0

i

TB (TBB2)
94°C
94°C
58°C
72°C
72°C

30se

5min

12seg
30seg

30seg

g

> 24 ciclos

J

Los productos se visualizan en un gel de agarosa al 2.5 %.

73




6.7 Electroforesis en gel de Agarosa.

Para visualizar los productos de la reaccion de PCR se realiza una

electroforesis en geles de agarosa.

PROCEDIMIENTO

1. Se preparo un gel de agarosa al 2.5%

2. Se coloca dentro de una camara de electroforesis conteniendo TBE 1x.

3. Se coloca en un parafiim1 pl de jugo azul (azul bromoferol) por cada

muestra, tomando en cuenta el marcador molecular.

4. Se dejo correr la electroforesis 40 min a 95v.
5. Al concluir el tiempo de la electroforesis se saco el gel y se metié a un

recipiente que contenia bromuro de etidio durante 2 minutos para tenirlo.

6. Se saco y se coloco en otro recipiente con agua durante 10 minutos.

7. Se observo en el transiluminador.

8. Se anotaron los resultados.
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VIl. RESULTADOS

Del presente estudio en el cual se pretendié establecer la técnica de
PCR para la deteccion de Mycobacterium en muestras clinicas

presuntivamente positivas, se encontré lo siguiente.

Obtencion de DNA.

La extraccibon de DNA se logr6 mediante dos procedimientos.
Empleando el Kit comercial DNAzol (Invitrogen, Inglaterra) y un segundo
método, empleando digestion mediante proteinasa K, uso de Duodecil Sulfato
de Sodio (SDS 10%) vy Buffer de lisis celular. En el primer caso se logré
obtener DNA (Cuadro 5), de la 1 a la 7, mientras que por el segundo método se
obtuvo mas DNA (8-15).

Amplificacién Mediante PCR.

De acuerdo con los resultados encontrados, no fue posible lograr la
amplificacion del DNA, en ninguno de los dos métodos de extraccién, asi como
tampoco en el control interno (Cl), ni en la deteccion de Mycobacterium (Figura
4 y 5), se logro demostrar que los reactivos estan funcionales, dado que se
logro la amplificacion de PCR para un gen de Caspasa 8, desarrollado por el
laboratorio de Biologia Molecular del Centro de Investigaciones Biomédicas, de

la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Coahuila (Figura 6).

Al analizar las muestras y procesarlas se esperaba obtener un resultado
satisfactorio, pero algo en la técnica de amplificacion fallo, quizas el ADN
obtenido pertenecia a otras células cercanas al tejido pulmonar y nddulo

linfatico el cual intervino en la lectura del ADN que se necesitaba.

Este método diagnostico que se utilizé tiene costos elevados, ademas de
que se necesita 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 es costoso.
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Cuadro 5. Resultados de andélisis de muestras de noédulos linfaticos y
pulmén de animales sospechosos a Tuberculosis bovina en el Rastro
Municipal de Torredn, Coahuila (TIF).

Cantidad de
Muestra Tejido ADN ng/ul | resultado PCR
Noédulo linfatico Negativo
1 bronquial 177.4
Negativo
2 Pulmén 165.8
Noédulo linfatico Negativo
3 bronquial 182.1
Negativo
4 Pulmén 2141
Noédulo linfatico Negativo
5 bronquial 245.5
Negativo
6 Pulmdn 279.0
Noédulo linfatico Negativo
7 bronquial 30.1
Noédulo linfatico Negativo
8 bronquial 1591.6
Noédulo linfatico Negativo
9 bronquial 2753.8
Noédulo linfatico Negativo
10 bronquial 1569.7
Noédulo linfatico Negativo
11 bronquial 380.8
Negativo
12 Nédulo linfatico 1591.9
Negativo
13 Pulmoén 395.9
Negativo
14 Nédulo linfatico 2846.9
Negativo
15 Nédulo linfatico 390.9
Total de 15 15 15
Muestras
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Figura 4. Resultados PCR simple
en muestras de exudado nasal de

bovinos reactores a tuberculina

Figura 5. Resultados de PCR simple negativos de muestras de tejido pulmonar
y nodulo linfatico de animales con lesiones predisponentes a tuberculosis

Figura 6. PCR para confirmar la funcionalidad de reactivos mostrando
resultados satisfactorios.
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VIIl. DISCUSION

El uso de PCR para el diagnostico de infecciones por micobacterias a
partir de tejido fresco, exudado nasal, leche u otra muestra clinica se tiene una
gran necesidad de poder obtener una sensibilidad y especificidad (>95%) y
sobre todo con reduccion en tiempo que los métodos de diagnosticos
tradicionales.

El uso de la PCR para la identificacion de micobacterias involucra la
evaluacion de caracteristicas fenotipicas, bioquimicas y de crecimiento, las
cuales son laboriosas y costosas.

La PCR ha sido aplicada con éxito en la deteccion de grupos
pertenecientes al complejo M. tuberculosis la amplificacion de secuencias
especificas de ADN por técnicas de PCR proporcionan un diagnostico rapido
de muchas enfermedades y especialmente en la deteccion directa de
Mycobacterium bovis en muestras de tejidos bovinos. El éxito de la PCR
depende de la ausencia de contaminantes en ADN que pude alterar el proceso
de la amplificacion para un aislamiento libre del ADN (Zanini et al., 2001)

La aplicacion de tiosianato y a-caseina para eficientar la técnica, por la
presencia de impuresas interfiere con la PCR obstaculizando la adopcion
universal de esta técnica. La PCR se ha adoptado para identificar el complejo
M. tuberculosis a partir de ndédulos linfaticos con lesiones macroscépicas
sospechosas desde animales sacrificados y comparandose con las técnicas de
cultivo (Zanini et al., 2001).

La contaminacion y otros factores externos pueden causar la inhibicion
en algunos puntos de la interaccion molecular. Su modo de accion no es del
todo comprendido, pero puede ser una interferencia quimica o fisica con
disponibilidad o actividad de los componentes esenciales. La contaminacion
puede ser endogena (muestra, enzima, tubos, manipulacén), o exogena
( bacterial, polvo) a los componenetes de la reaccion en donde encontramos
celulas bacterianas, DNA no blancos y contaminates y los mismos

componentes del laboratorio para la realizacion de la tecnica ( Wilson,1997).
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Los métodos de identificacion para micobacterias abarcan las
caracteristicas fenotipicas y bioquimicas que consumen grandes cantidades
de tiempo, dinero y esfuerzo para la identificacion de micobacterias en los
distintos métodos convencionales incluyendo ensayos serolégicos y cultivo
fecal.

La técnica de PCR requiere del uso de controles internos, asi como de
controles positivos, sobre todo en aquellos casos, donde la presencia o
ausencia de un producto de amplificacidon es relevante en el diagnostico, i.e.,
con la supresién de la secuencia genética y cromosomal.

El resultado negativo puede distinguirse claramente debido al fracaso en
la técnica. Asi la garantia de la amplificacion no tiene éxito debido a un bajo
proporcion de ADNs y un conjunto de reagentes, usando un control blanco es
esencial para los organismos que sobrevivan (Neumaier et al., 1998).

En nuestro estudio realizado los resultados obtenidos negativos pudieron
ser por la presencia de ADN de otras células cercanas al tejido recolectado y
que al momento de la maceracién y procesamiento de muestras intervenga en
la lectura del ADN, y también por la presencia de algun agente ajeno a la
muestra.

La contaminacién al momento de estar preparando las reacciones para
poder correr la PCR quizas intervino en que no se realizara bien la
amplificacion, al momento de colocar las diluciones requeridas para cada
muestra.

Marchetti et al., 1998, menciona que hay algunos factores que
intervienen con la efectividad en la realizacion de la PCR en tejidos fijados en
parafina , formol y puede se afectada por la interaccién de muchos factores
como, el tipo de fijacidon usada, tiempo de fijacién, procedimientos de extraccion
del ADN concentracién de ADN blanco amplificada y el protocolo, lo cual esta
de acuerdo con nuestros resultados, dado que por lo encontrado, es necesario
seguir trabajando en la sensibilidad ,especificidad del método con el propésito
de realizar un diagndéstico rapido y certero como inicialmente queriamos

obtener.
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Varios estudios sobre el uso de la PCR han sido reportados, pero
niguno de estos tiene completamente evaluado un protocolo fiable de como
poder superar el problema de la amplificacion del DNA del complejo
Mycobacteriun tuberculosis desde material conservado (Giulia et al., 1998).

En un estudio realizado por Estrada et al (2004) quienes pretendian
diangosticar mediante PCR dos grupos de animales: El primero de ellos
constituido por 21 bovinos reactores y el segundo de 20 animales negativos a
la tuberculina.

La PCR anidada detectdé como positivos los 21 casos con lesiones
sugestivas de TB (100%). Considerando las lesiones compatibles (ZN) como
diagnostico confirmativo, tanto el cultivo como la PCR simple mostraron 53%
de sensibilidad y 88% de especificidad, mientras que la PCR anidada mostré
100% de sensibilidad y 77% de especificidad. La PCR anidada puede permitir
la confirmacion del diagnéstico de TB en 24 horas.

En conclusio lo que se obtuvo en la realizacion del presente estudio
mediante la tecnica PCR fue un resultado Negativo, con lo cual se requiere
seguir mejorando la tecnica de extraccion del ADN y comprobar si es eficiente

la PCR anidad para las condiciones de trabajo del tipo de muestras clinicas.
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IX. CONCLUSIONES

a. Se concluye que mediante las 2 técnicas de extraccion, se logro obtener el
DNA.

b. Que no se puede asegurar la presencia de DNA de Mycobacterium, de
acuerdo al control Interno.

c. Que es posible que existan sustancias inhibidoras que impidan el proceso de
amplificacion

d. Que el desarrollo de técnicas moleculares de diagndstico son complicadas,
requieren de una inversion inicial fuerte, tiempo, dinero y esfuerzo.
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IMAGENES

1. Canal con lesiones granulomatosas
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2. Nodulos linfaticos con lesiones granulomatosas
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3. Pulmén con lesiones granulomatosas
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