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RESUMEN

La Tb es una de las principales enfermedades en medicina veterinaria,
aunque se han demostrado prevalencia baja en ovinos se ha encontrando que
el genotipo M. bovis es idéntico al de las cabras y que los ovinos no se excluye
como una posible fuente de infeccion.

El objetivo del presente estudio fue identificar ovejas que reaccionaran al
ppd bovino, llevandolo a cabo en ovejas de la raza pelibuey y black belly . Se
realiz6 la prueba anocaudal con tuberculina bovina en animales que tenian
antecedentes de ser alimentados con sobrantes de dietas de ganado lechero.
Los animales seleccionados para este estudio se escogieron al azar en dos
establos de la Comarca Lagunera.

A los ovinos seleccionados se les midid el lado izquierdo del pliegue
anocaudal con un vernier, y posteriormente se les aplico 0.1 ml de ppd bovino
intradérmico, segtn la técnica descrita por Gonzélez y colaboradores (1999).
Posteriormente se realizaron las mediciones del pliegue a las 24, 48 y 72 horas
posteriores teniendo la precaucion de medir en el punto en donde se hizo la
inoculacion. Las ovejas que presentaron una inflamacion en el pliegue
anocaudal de mas de 5 mm se les realizo una segunda prueba comparativa
utilizando ppd aviar, en este caso la prueba se realizo en la tabla del cuello, y se
tomo la lectura a las 72 horas después de la inoculacion.

Los resultados de este estudio mostraron un 14% de reactores positivos
a la prueba anocaudal, y al realizarles la prueba cervical comparativa la lectura
del pliegue indico negativo a Th. EI 30% mostraron una reaccién inconstante,
otro 28% no presentd ninguna reaccion y el 28% restante tuvieron una ligera

reaccion.
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Estos resultados nos hacen suponer que existe la posibilidad de que las
ovejas se pueden contagiar de tuberculosis por medio de la alimentaciéon con
sobrantes de las dietas de bovinos infectados, ya que se presento una reaccion
en la a la prueba de tuberculina. Es probable que se requiera otras pruebas
para el diagnéstico, utilizando diferentes métodos con mayor especificidad y
sensibilidad que ayuden a obtener resultados a cerca de la infeccion de
Tuberculosis en las ovejas.
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. INTRODUCCION

La tuberculosis (Tb) bovina causada por Mycobacterium bovis (M.
bovis) es una de las principales enfermedades en medicina veterinaria.

La M. Tuberculosis y M. bovis infecta al ganado y otros animales, los
alimentos contaminados o el contacto directo con animales es considerada la forma
primaria de las causas de infeccion con M. Bovis en humanos. Los humanos son un
reservorio del organismo, pero la infeccion de humano a humano es rara. La
importancia de M. bovis para la enfermedad de Tb humana ha disminuido
drasticamente después de la introducciéon de medidas de control eficaz alrededor de
la mitad del dltimo siglo en muchos paises desarrollados.

Aunque se han demostrado proporciones bajas de Tb en oveja, se ha
encontrando que el genotipo M. bovis es idéntico al de las cabras y que la oveja no
se excluye como una posible fuente de infeccion.

La enfermedad de tuberculosis en animales normalmente es progresivamente
lenta en la cual los signos clinicos no son aparentes hasta mas tarde, en el proceso
de la enfermedad.

El complejo Mycobacterium tuberculosis consiste en un grupo altamente
relacionado de bacilos aerobios acido-alcohol-resistente (BAAR).

Estos micro-organismos pueden ser diferenciados por medio de
caracteristicas fenotipicas, pero, con taxonomia numeérica diferente.

La capa externa de la pared esta formada por una matriz de fosfolipidos y
proteinas entre las que estan algunas purinas. Una caracteristica del organismo es
que su crecimiento es muy lento.



Se caracterizan por una pared original y muy rica en lipidos y esta constitucion
explica, por lo menos parcialmente, las propiedades tintéreas, la patogenicidad y la
resistencia a diversos antibioticos.

De acuerdo a su velocidad de crecimiento, las especies del género
Mycobacterium estan divididas en 2 grupos:

Las mycobacterias de crecimiento lento, y las de crecimiento rapido. La
supervivencia de las Mycobacterias es mejor bajo condiciones frescas. Las
Mycobacterias no producen toxinas. El tiempo de incubacién de estas mycobacterias
comprende entre 2 dias y 10 semanas, incluso mas.

En la infeccién de animales de granja la Tb es normalmente diagnosticada por
la prueba anocaudal con tuberculina intradérmica o mediante un examen
postmortem.

La tuberculina usada para la prueba de piel es un derivado proteico purificado
(ppd) preparado de la filtracion de una cepa de M. bovis en laboratorio. Esta prueba
se basa en la medicién de la respuesta celular inmune, puede ser conducida por
inoculacién dentro de cualquier pliegue cercano a la base de la cola o en la tabla del
cuello ambos como una sola (inoculacién con tuberculina bovina) o una comparativa
(inoculacién con tuberculina bovina y aviar en la tabla del cuello en distinta posicion

o0 en el pliegue caudal).

La vacunacion exitosa contra la tuberculosis en animales domésticos o de

fauna podria contribuir a la erradicacion de la tuberculosis.



Il. JUSTIFICACION

Aungue la explotacion de ovinos en nuestro pais no es tan comun como en
ofros paises, toma un lugar muy importante en la produccion de lana y carne para el
consumo humano.

Este trabajo realizado es justificable desde el punto de vista econémico, de
produccion, y de salud tanto de los animales como de los humanos, ya que esta
enfermedad si se diagnostica y controla a tiempo se pueden evitar pérdidas
econoémicas para las personas que se dedican a la explotacion de estos animales.

En general la informacion acerca de la tuberculosis ovina es bastante escasa,
pero se sabe y se tiene la conciencia de que estos animales también pueden ser
portadores de la tuberculosis y que pueden representar un problema para la salud
humana.

Es por esto que este trabajo se justifica ya que por un lado nos proporciona
infformacién acerca de la tuberculosis en ovinos, y por otro lado nos ayuda a
comprobar si la prueba que se utilizo para el diagnostico es la adecuada.

lil. OBJETIVOS

1.- Identificar ovejas que reaccionen al ppd bovino con el propésito de comprobar si

existen reactoras a Mycobacterium bovis.

2.- Establecer si la fuente de infeccion de Mycobacterium bovis en los ovinos

proviene de bovinos infectados.

IV. META

Establecer la prueba para el diagnostico de la Tuberculosis en ovejas.



V. REVISION DE LITERATURA

La tuberculosis (Tb) bovina causada por Mycobacterium bovis (M. bovis) es
una de las principales enfermedades veterinarias ya que esta también afecta a los
humanos, M. bovis es culpable de cerca de 7,000 casos de Tb humana cada afio en
Latino América (Milidn F. y col. 2000).

La mayoria de las infecciones de tuberculosis en animales es causada por
Mycobacterium bovis. Esta es un problema significante en muchos paises del
mundo (Prodinger W. y col., 2002; Griffin J., 2000). Esta infeccién en el ganado y
otros animales de granja en largas areas del mundo, frecuentemente causa
significantes perdidas econémicas (L/amazares G. y col., 1999).

En ciudades en desarrollo la Tb bovina representa potencialmente una
significante zoonosis las medidas tomadas en estas ciudades para erradicar la
enfermedad del ganado no ha sido muy exitosa (Skuce R. y col. 1996).

M. bovis es reconocida mundialmente como el mayor agente responsable de
la tuberculosis (Tb) en el ganado (Gutiérrez M. y col., 1995). La Tb bovina continua
presentando un serio problema en algunos paises de la Unién Europea con indices
de prevalencia en los rebaios de hasta 8.2 %, y M. bovis juega un papel importante
para la Tb humana (Kubica T. y col., 2003).

La tuberculosis es una de las principales causas de enfermedad en todo el
mundo. En 1995 la Tb fue la principal causa de muerte de personas de las cuales el
6% fueron menores de 15 afos (Milian F. Y col. 2000).

La M Tuberculosis y M. bovis infecta al ganado y otros animales, ademas los
alimentos contaminados con M. bovis o el contacto directo con animales infectados
es considerada la forma primaria de las causas de infeccion con esta mycobacteria
en humanos (Kubica T. y col., 2003).



La importancia de M. bovis para la enfermedad de Tb humana ha disminuido
drasticamente después de la introduccion de medidas de control eficaz alrededor de
la mitad del Gltimo siglo en muchos paises desarrollados (Kubica T. y col., 2003).

El aislamiento del tipo de cepas bovinas en poblaciones humanas indican que
el ganado infectado constituye el riesgo principal de la transmisién de M. bovis a los
humanos. Esto puede ser porque la Tb bovina estd mas extendido o porque las
cepas de bovino son mas adaptables en los humanos (Gutiérrez M. y col., 1995). Sin
embargo, esos resultados demuestran claramente que las cabras también son una
fuente de infeccién para los humanos y que implica que un riesgo de zoonosis existe
(Gutiérrez M. y col., 1995).

En estudios realizados en cabras y que se han encontrado infectadas de
Tuberculosis se piensa que la posible causa de transmision a estos animales puede
ser la ingestidn de sobrantes de alimentos de ganado bovino contaminados con M.
bovis o por la dispersion de aerosoles que ocurre durante el contacto directo entre
las especies (Serraino A. y col., 1999, Phillips C. y col. 2003). Los animales pueden
también excretar el patégeno en heces, orina, leche, saliva y descargas nasales y
bucales (Richard S. y col., 2001).

Aunque se han demostrado proporciones bajas de Th en oveja, se ha
encontrando que el genotipo M. bovis es idéntico al de las cabras y que la oveja no
se excluye como una posible fuente de infeccion tanto para los humanos como para
los mismos animales (Gutiérrez M. y col., 1995).

La infeccion de Mycobacterium bovis en animales normalmente es una
enfermedad progresivamente lenta en la cual los signos clinicos no son aparentes
hasta mas tarde, conforme se da el proceso de la enfermedad (Costello E. y col,
1999).



La frecuencia de Tb ha disminuido hasta hace poco, sin embargo de 1985 a
1993 en los Estados Unidos la mortalidad por Tb aumenté hasta un 14%. Los
factores mas importantes reportados que superan a la Tb fueron: infecciones con el
virus del VIH (Milian F. y col. 2000).

1. - CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LAS MYCOBACTERIAS

El complejo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) consiste en un
grupo altamente relacionado de bacilos aerobios acido-alcohol-resistente (BAAR) los
cuales son patdégenos humanos y animales, estos se dividen en tres grupos: los
patégenos frecuentes que son: Mycobacterium tuberculosis, M. bovis y M. leprae, los
patégenos ocasionales y los no patégenos seglin su capacidad de infectar y
desarrollar enfermedad en el hombre, en los animales y su frecuencia (Aranaz A. y
col., 1999; Euzeby J., 2002).

Estos micro-organismos pueden ser diferenciados por medio de
caracteristicas fenotipicas, pero, con taxonomia numérica diferente (Aranaz A. y col.,
1999).

Las mycobacterias son unos bacilos derechos o ligeramente concavos, de 0.2
a 0.6 pm de diametro sobre 1.0 — 10.0 pm de longitud, presentando a veces
ramificaciones (Euzeby J., 2002).

La Identificacion del complejo M. fuberculosis ha sido tradicionalmente basada
en caracteristicas de crecimiento como son produccion de pigmento, morfologia de la
colonia, indice de crecimiento y por medio de pruebas bioquimicas (Aranaz A. y col.,
1999). Otras pruebas cominmente usadas para la especificacion dentro del complejo
son la acumulacion de niacina, la actividad de la nitratasa, la susceptibilidad a la
pyrazinamida y su susceptibilidad a acidos hidroxi-carboxilicos (Espinosa de los M. y
col., 1998; Niemann S. y col., 2000).



1.1. - CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

La capa externa de la pared de las mycobacterias esta formada por una matriz
de fosfolipidos (fosfolipidos simples estérificados y fosfolipidos con manosa), y
proteinas entre las que estan algunas purinas y mycosidos (Euzeby J., 2002). Una
caracteristica de este microorganismo es que su crecimiento es muy lento (Ministry
of Health by ESR Ltd, 2007).

La pared de las Mycobacterias posee una estructura mas compleja que la
pared de las bacterias Gram positiva y, sobre un frotis coloreado por la técnica de
Gram, las mycobacterias aparecen a menudo como coloreadas, bajo la forma de
“fantasmas” lo que las hace calificar a veces de "Gram Neutro” (Euzeby J., 2002).

Su pared se caracteriza por una pared original y muy rica en lipidos (60 % de
los constituyentes) y esta constitucion explica, por lo menos parcialmente, las
propiedades tintéreas, la patogenicidad y la resistencia a diversos antibidticos
(Goldsmid J., 1994).

La pared esta constituida por 3 capas, la mas interna, calificada de esqueleto
parietal, esta formada por un peptidoglicano sobre el cual es fijado un polimero de
arabino-galactano formado por la alternacion de moléculas de arabinosa y de
galactosa que se atan por enlaces esteres a unos acidos micolicos situados en la
capa intermedia (apareciendo como un espacio claro a la microscopia electrénica)
(Euzeby J., 2002).

La capa externa de la pared de las mycobacterias esta formada por una matriz
de fosfolipidos (fosfolipidos simples estérificados y fosfolipidos con manosa), y
proteinas entre las que estan algunas purinas y micosidos (Euzeby J., 2002). Una
caracteristica de este microorganismo es que su crecimiento es muy lento (Ministry
of Health by ESR Ltd, 2001).



2. - TIPOS DE CRECIMIENTO DE LAS MYCOBACTERIAS

De acuerdo a su velocidad de crecimiento, las especies del género
Mycobacterium estan divididas en 2 grupos:

Las mycobacterias de crecimiento lento, forman colonias sélo después de 7
dias de cultivo y son incapaces de crecer en medios bacteriolégicos estandares. Las
mycobacterias de crecimiento rapido, forman colonias en menos de 7 dias y son
aptas para desarrollarse sobre gelosa nutritiva o peptona (Euzeby J., 2002; Kimura T.
2003).

3. - DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

En la infeccion de animales de granja la tuberculosis (Tb) es normalmente
diagnosticada por la prueba anocaudal con tuberculina intradérmica o mediante un
examen postmortem. (Gutiérrez M. y col., 1995).

La tuberculina usada para la prueba de piel es un derivado proteico purificado
(ppd) preparado de la filtracion de una cepa de M. bovis en un laboratorio. Esta
prueba se basa en la medicién de la respuesta celular inmune, puede ser conducida
por inoculacién dentro de cualquier pliegue cercano a la base de la cola o en la tabla
del cuello ambos como una sola (inoculaciébn con tuberculina bovina) o una
comparativa (inoculacién con tuberculina bovina y aviar en la tabla del cuello en
distinta posicién o en el pliegue caudal) (Llamazares G. y col. 1999).

La prueba consiste en medir el sitio de aplicacion e inocular intradérmicamente
0.1 ml de ppd bovino. Cuando se realiza la prueba comparativa, en el mismo animal,
se inoculan 0.1 ml de ppd aviar a 2 cm de distancia del sitio de inoculacion del ppd
bovino. El sitio de inoculacién se examina aproximadamente 72 + 6 horas despues,
y la principal evidencia de una infeccion es el edema o0 una reaccion de
endurecimiento en el sitio de inoculacién, se considera positivo a M. bovis cuando el 8



incremento rebasa los 4 mm mas a la medida que se tomo antes de la inoculacion y
cuando solo hay un incremento entre 2-4 mm se considera como reaccién
sospechosa.. En el otro sitio una reaccion aviar es considerada positivo si la medida
de la piel a las 72 hrs posteriores a la inoculacién rebasa los 3 mm (L/lamazares G. y
col. 1999).

En afos recientes, hay una variedad de estudios enfocados en la relacion
molecular de cepas de Mycobacterium tuberculosis; sin embargo, estudios
epidemiolégicos de M. bovis en humanos asociados con Tb aun es rara (Kubica T. y
col., 2003).

4. - METODOS DE IDENTIFICACION DE M. BOVIS

Mycobacterium bovis subsp. caprae es un miembro del complejo tuberculosis,
el cual también incluye M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis BCG, M.
microti, y M. canetti. Es de interés general este patdgeno, el cual fue aislado de
lesiones tuberculosas en humanos, ganado, cabras y ovejas, ha ido aumentando
constantemente desde la primera descripcion. Asi, la prevalencia de M. bovis subsp.
caprae ha sido ampliamente estudiada en Espania y Francia (Erler W. y col., 2004).

El uso del método PCR y métodos de RFLP (polimorfismo en la longitud de
fragmento de restriccién) basado en la secuencia 1IS6110 esta secuencia se indica
que puede ser util para estudios epidemiolégicos de la tuberculosis caprina
(Gutiérrez M. y col. 1997).

La ventaja de PCR sobre RFLP es que es simple y rapida y requiere sélo una
cantidad pequeiia de ADN (Gutiérrez M. y col, 1997). Los resultados son
consistentes con diferentes cepas de M. bovis que son implicadas en la tuberculosis
bovina y caprina (Gutiérrez M. y col,, 1997). Las cepas pueden ser aisladas de los
nodulos linfaticos y pulmones de animales tuberculosos (Aranaz A. y col. 1999). 9



El método de PCR permite el mismo nivel de discriminacién entre las cepas
caprinas como lo hace RFLP con hibridacién de 1S6110 (Gutiérrez M. y col., 1997).

Algunas nuevas técnicas moleculares han sido desarrolladas en afios
recientes para ayudar a la diferenciacion de aislados pertenecientes al complejo de
Mycobacterium tuberculosis, el cual incluye M. bovis. Entre estas técnicas, las mas
comunmente usadas son spoligotyping, RFLP con diferentes pruebas (1S6110,
repeticion directa [DR] (Haddad N. y col., 2001; Cousins D. y col. 1998).

El metodo de Spoligotyping (tipificacion de espacios de oligonucleotidos),
RFLP, 1S6110 es considerado un importante indicador de identificacién de cepas y
es lo suficientemente estable para ser usado en estudios epidemiol6gicos de
aislamientos e identificacion de M. bovis (Njanpop-Lafourcade B. y col. 2001, Skuce
R. y col. 1996).

La Spoligotyping es un método basado en PCR designado para detectar la
presencia o la ausencia del (nico espacio dentro del genoma de M. bovis. El andlisis
de Spoligotyping ha sido desarrollado recientemente con cepas de M. bovis
obtenidas de diferentes animales para demostrar la interaccion entre especies
(Skuce R. y col. 1996). Esta técnica es basada en la amplificacién in vitro del DNA
del gen presente en el cromosoma complejo de M. tuberculosis (Skuce R. y col.
1996).

La combinacion de la spoligotyping y RFLP 1S6100 puede ser esperado para
mejorar las posibilidades de la relacién epidemiol6gica por los diferentes potenciales
de discriminacién de ambos métodos (Erler W. y col., 2004).

En contraste, la spoligotyping es una técnica rapida, simple, y reproducible la
cual puede ser desarrolladas en lisados celulares y aun en especimenes clinicos.
Esto es basado en el polimorfismo de una regién llamada DR. La region DR es Unica
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para la bacteria perteneciente al complejo M. fuberculosis y esta constantemente
presente en este grupo de mycobacteria (Haddad N. y col., 2001).

La vacunacion exitosa contra la tuberculosis en animales domésticos o de
fauna podria contribuir a la erradicaciéon de la tuberculosis (Griffin J., 2000). El
refinamiento de los modelos animales existentes es esencial para el avance en la
investigacién de la vacuna para la tuberculosis de relevancia para los humanos y
animales (Griffin J., 2000).

5. - INMUNOLOGIA DE LA REACCION DE LA TUBERCULINA

El paso mas importante para la patogénesis de la enfermedad es la
multiplicaciébn de Mycobacterium dentro la célula. En el huésped, la primera
interaccion entre M. tuberculosis y los macrofagos alveolares es la llegada del
Mycobacterium a la superficie celular seguida por su internalizacion, a nivel
molecular, esta interaccién es mediada por moléculas las cuales son expuestas a la
superficie de ambos, del desarrollo Mycobacterial y de la membrana celular del
huésped. (Vercellone A. y col., 1998).

La fagocitosis de los patégenos por los macréfagos inicia la respuesta inmune
innata, la cual contintia con la respuesta adaptativa. En orden para la discriminacion
entre agentes infecciosos e internos los macréfagos desprenden un nimero limitado
de receptores fagociticos como el receptor manosa, que reconoce la estructura en
los patdégenos. Los patégenos son también fagocitados por receptores de
complemento después de la opsonizacion no especifica con receptores Fc vy
receptores de complemento después de la opsonizacion especifica con los
anticuerpos. Estos receptores inducen modificacion en la actina del citoesqueleto que
conduce a la en la internalizacién de la particula. Esto incluye diferencias en los
elementos del citoesqueleto que regulan la ingestion, las diferencias en la
maduracion de la vacuola y la diferencia en la respuesta inflamatoria. Los 1!



macréfagos también juegan un papel muy importante en el reconocimiento de células
apoptocicas; una notable caracteristica de este proceso es la ausencia de una
respuesta inflamatoria (Aderem A. y col., 1999).

La prueba anocaudal con tuberculina se basa en la medida de la respuesta
celular inmune, puede ser realizada por la inoculaciéon de ppd bovino en el pliegue
caudal de la base de la cola o una prueba comparativa en el cuello con ppd bovino y
ppd aviar (Llamazares G. y col. 1999).

Estos sitios utilizados para esta prueba son elegidos debido a que estos se
encuentran poblados principalmente de macréfagos que son los que reaccionan a la
tuberculina. La respuesta celular inmune en esta prueba se presenta debido a que al
aplicar la tuberculina intradérmica los macréfagos reaccionan a esta mostrando un
cierto grado de inflamacién si no hay anticuerpos presentes en el sistema inmune del
huésped, por otro lado si no hay receptores para este la mejor indicacion es la

ausencia de inflamacion (Aderem A. y col., 1999).

6. - REACCION DE HIPERSENSIBLIDAD RETARDADA

Existe una reaccién de hipersensibilidad cuando se desarrolla una respuesta
inmune dirigida contra elementos que no debieran ser considerados como extrafios,
o hacia elementos patégenos, pero de una forma inadecuada.

La reaccion de hipersensibilidad retardada juega un papel importante contra
agentes patogenos intracelulares, sin embargo, también tiene aspectos nocivos y a
veces las lesiones tisulares causadas por la hipersensibilidad retardada son tan
extensas que comprometen gravemente al organismo.

Aunque las reacciones de hipersensibilidad retardada (RHR) se descubrieron
hace mas de 100 afios, sus mecanismos han sido objeto de debate durante este 3



tiempo. Esta reaccién fue descubierta por Robert Koch, en 1882 pero no fue hasta
los afios 40 cuando Lansteiner y Chase demostraron que era mediada por células y
no por los mecanismos humorales del sistema inmune (Abbas Abal k. 2002).

Las reacciones de hipersensibilidad retardada, son las reacciones tardias
mediadas por células. Las reacciones de hipersensibilidad retardada son
caracteristicas de otro tipo de bacterias, tales como las mycobacterias.

Se denominan reacciones de hipersensibilidad retardada (HSR) porque se
manifiestan por una respuesta inmune caracteristica a las 24-48 hs. después del
contacto con el antigeno en organismos previamente sensibilizados. Estas
reacciones son desencadenadas por linfocitos T CD4+ y en ocasiones linfocitos T
CD8+. Ambos tipos celulares secretan citoquinas que activan a los macrofagos,
células efectoras finales de la reaccién de HSR. La injuria tisular es consecuencia de
los productos de los macréfagos activados, entre los que se destacan enzimas
hidroliticas, intermediarios reactivos del oxigeno, éxido nitrico y citoquinas
proinflamatorias (Abbas Abal k. 2002).

6.1. - BASES CELULARES DE LA RHR

La reaccion de HSR, como toda reaccion de hipersensibilidad, implica dos
etapas: una primera etapa de sensibilizacion en la que el sistema inmune reacciona
por primera vez frente a un antigeno (Ag), y etapas de desencadenamiento tras la
reexposicion al Ag.

La etapa de desencadenamiento de la HSR ocurre cuando el mismo Ag se
presenta a una poblacion expandida de linfocitos T memoria y se desarrolla en tres
fases sucesivas: reconocimiento, activacion y fase efectora (Abbas A. y col., 2004).
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6.2 - ETAPA DE SENSIBILIZACION

En la etapa de sensibilizacion, las células presentadoras de antigeno (APC)
residentes especializadas llamadas células dendriticas, como las celulas de
Langerhans de la epidermis, son las encargadas de procesar y transportar el Ag
desde la puerta de entrada (p. €j.: la piel) hasta los ganglios linfaticos de drenaje o el
bazo, donde se produce la presentacion a las células T virgenes especificas para ese
Ag (Abbas A. y col., 2004).

6.3.- ETAPAS DE DESENCADENAMIENTO
6.3.1. - Reconocimiento

En organismos sensibilizados la persistencia del estimulo antigénico o una
nueva exposicion al mismo antigeno conduce a la etapa de desencadenamiento de
la HSR. En esta etapa el antigeno se presenta a una poblacion expandida de
linfocitos T memoria presentes en la circulacion sanguinea, a diferencia de la etapa
de sensibilizacién que ocurre a nivel de los ganglios linfaticos locales.

La presencia del antigeno en el tejido desencadena, inicialmente, una
respuesta inflamatoria de caracter innato con secrecion de citoquinas por parte de los
macrofagos y células endoteliales que conduce al reclutamiento de leucocitos en el
sitio de exposicion antigénica. La migracion de los linfocitos hacia el lugar de ingreso
del antigeno es controlada principaimente por las moléculas de adhesién (selectinas,
integrinas). Esto resulta en el reclutamiento de linfocitos T circulantes en la zona de
inflamacion, independientemente de la especificidad antigénica (Abbas A. y col.,
2004.)

6.3.2. - Activacion linfocitaria

Una vez que los linfocitos T efectores migran al sitio de provocacion antigénica y
reconocen al antigeno para el cual son especificos, se activan para cumplir sus
funciones efectoras. En la inmunidad celular, la principal funcion efectora de los
linfocitos T CD4+ consiste en estimular la actividad microbicida de los macrofagos.
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6.3.3. - Fase efectora

Los monocitos reclutados en el sitio de la reaccion de HSR se extravasan en
el tejido y se diferencian a macréfagos, ultimas células efectoras de la
hipersensibilidad retardada.

Durante el proceso de fagocitosis y activacion de macrofagos las sustancias
bactericidas pueden ser liberadas al espacio extracelular donde actian como
importantes mediadores de lesion tisular. Cuando los macrofagos activados son
incapaces de erradicar el antigeno, contindan produciendo citoquinas y factores de
crecimiento que modifican en forma marcada el ambiente tisular configurando una
respuesta de HSR.

Las respuestas a la RHR han sido bien definidas. La reaccién es antigeno
especifica y causa eritema e induracién en la zona donde se ha inyectado el
antigeno en personas y animales inmunizados. La inyeccién sistémica de antigeno
provoca fiebre, sintesis de proteinas de fase aguda y en algunos casos la muerte. La
naturaleza de este antigeno puede variar. Las micobacterias, proteinas, haptenos e
incluso los tejidos injertados pueden inducir RHR. La histologia de estas reacciones
puede variar entre especies, pero las caracteristicas generales son la aparicién de
células inmunes en la zona de la inyeccién, macréfagos y basofilos en los humanos y
ratones o neutréfilos en los conejillos de Indias, y la induracién que aparece en 24-72
horas. Aunque representa un porcentaje pequefio (10-20%) de las células
inflamatorias a las 48, las células T (CD4 o CD8 dependiendo del antigeno) son
imprescindibles para el comienzo de la reaccion (Aderem A. y col., 1999, Abbas A. y
col. 2004).
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7. - PRUEBA DE TUBERCULINA DESCRITA POR GONZALEZ (1999)

La tuberculina usada para la prueba intradérmica es un derivado proteico
purificado (PPD) preparado de un cultivo de cepas de M. bovis en un laboratorio.

Esta prueba, basada en una herramienta de respuesta celular inmune, puede
ser utilizada para inoculacion en el pliegue anocaudal o en la tabla del cuello con una
jeringa insulinica (inoculacién solamente con tuberculina bovina) o también se puede
utilizar para una prueba comparativa (inoculacion con tuberculina bovina vy
tuberculina aviar) en la tabla del cuello o en el pliegue anocaudal. Recientemente,
mas pruebas serologicas y celulares han sido desarrolladas

La prueba consiste en medir el pliegue anocaudal e inocular 0.1 ml de ppd
bovino. Cuando se realiza la prueba comparativa, se inoculan 0.1 ml de ppd aviar a 2
cm de distancia del sitio de inoculacion del ppd bovino. El sitio de inoculacion se
examina aproximadamente 72 + 6 horas después, y la evidencia principal de una
reaccion es el edema o un endurecimiento en el sitio de inoculaciéon, se considera
positivo a M. bovis cuando el incremento pasa 4 mm mas a la medida que se tomo
antes de la inoculacion y cuando solo hay un incremento entre 2-4 mm se considera
como reaccién sospechosa. En el otro sitio una reaccién aviar es considerada
positiva si la medida de la piel a las 72 hrs post-inoculacion rebasa los 3 mm.
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Vii. MATERIALES Y METODOS

Para lograr este objetivo realizdé la prueba anocaudal con tuberculina en
animales que tenian antecedentes de ser alimentados con sobrantes de dietas
bovinas.

Los animales seleccionados para este estudio se escogieron al azar en dos
establos de la Comarca Lagunera.

MATERIAL

El material utilizado en este estudio para el diagnostico fueron 50 ovejas
hembras, ppd (derivado proteico purificado) bovino, jeringas insulinicas para la
aplicacion del ppd, un vernier para hacer la medicion del pliegue anocaudal y

marcadores de ganado para una mejor identificacion.

VLl. PROCEDIMIENTO DE SELECCION

Para tener un control de los animales seleccionados se utilizé el namero de
arete con que contaban para el control y manejo en el establo.

El trabajo lo dividimos en dos partes, en la primera se seleccionaron soio 10
ovinos de un rebafio tomando en cuenta que a estos se les alimentaba con sobrantes
de dietas de bovino.

En esta primera parte el proposito fue entender y probar el manejo de la
tuberculina lo cual nos ayudaria para que el manejo de las ovejas restantes fuera

mejor y no tuviéramos error alguno.
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En la segunda parte se seleccionaron a los 40 ovinos restantes de la misma
manera que a los primeros 10. Su seleccion fue al azar tomando en cuenta el estado
de salud y condicion corporal. En este rebafio se tienen antecedentes de
alimentacion con sobrantes de raciones de bovinos lecheros infectados de

tuberculosis.

VILIl. TECNICA UTILIZADA EN LA PRUEBA ANOCAULDAL CON TUBERCULINA

A los ovinos seleccionados se les midié el lado izquierdo del pliegue
anocaudal con un vernier, y posteriormente se les aplico 0.1 ml de ppd bovino
intradérmico, segun la técnica descrita por Gonzalez y colaboradores (1999).
Posteriormente se realizaron las mediciones del pliegue a las 24, 48 y 72 horas
posteriores teniendo la precaucion de medir en el punto en donde se hizo la

inoculacion .

Tomando como base la interpretacién de la prueba anocaudal descrita en
bovinos por Gonzalez y colaboradores (1999). Se realizaron las mediciones a cada
una de las ovejas seleccionadas tomando en cuenta que si el grosor de la piel tenia
mas de 5 mm se consideran reactoras positivas a tuberculosis y aquellas que
tuvieran menos de 5 mm se consideran negativas.

A las ovejas que presentaron una inflamacion en el pliegue anocaudal de mas
de 5 mm se les realizo una segunda prueba comparativa utilizando ppd bovino
ademas de utilizar ppd aviar, en este caso la prueba se realizo en la tabla del cuello,
se rasuro la piel y se medio con el vernier antes de inocular el ppd bovino, se anoto
cuanto midio la piel, y por ultimo se tomo la lectura a las 72 horas después de la

inoculacion.
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VIil. DISCUSION Y RESULTADOS

En el presente estudio se evaluaron 50 animales hembras ovejas de la raza
pelybuey con cruza de black belly, los resultados no demuestran que exista una
infeccion con M. bovis en estos animales.

Los datos obtenidos de este estudio dio que el 14% de las ovejas resulto
positivo a la prueba anocaudal, y al realizarles la prueba cervical comparativa
resultaron negativas, otro 30% de las ovejas tuvieron una reaccién inconstante, otro
28% no presentd ninguna reaccion y por ultimo el 28% restante tuvieron una ligera

reaccion.

Los resultados obtenidos demuestran que en estos animales muestreados no
hay presencia de M. bovis 0 que existe una posible infeccion pero la prueba que fue
utilizada en este estudio podria no ser la adecuada en esta especie, y necesitaria
realizarse una prueba mas especifica para esta especie como por ejemplo una
prueba de ADN u otra técnica que sea mas sensible, ya que los resultados obtenidos
no aseguran una infeccion.

Estos resultados hacen suponer que existe la posibilidad de que las ovejas
si se infecten con tuberculosis por medio de la alimentacion con sobrantes de las
dietas de bovinos infectados, ya que si observamos en la grafica 1 los resultados
obtenidos en la primera prueba demuestran que hay una infeccion con M. bovis
debido a que se presento una reaccion considerable al ppd bovino pero si
observamos la grafica de la segunda prueba comparativa de estos mismos animales
los resultados nos demuestran que no hay infeccion ya que no se presentd ninguna

reaccion.

19



Cuadro 1. Porcentaje y tipo de reaccion a la tuberculina

REACCION Reaccion Reaccion Ligera
OBTENIDA considerable inconstante reaccion Sin reaccién
PORCENTAJE 14 % 30% 28 % 28%

Descripcion de las graficas:

I. -En la grafica numero 1 nos muestra como el 14 % de las ovejas son reactoras
positivas, teniendo una medida del pliegue antes de la inoculacion de entre 2 y 2.5
promedio entre las 7 que resultaron reactoras.

Il. — En la grafica 2 nos ilustra como el 30% de los animales a los que se le realizo la
prueba mostraron una reacciéon inconstante durante las 24, 48 y 72 horas,
posteriores a la aplicacion de la tuberculina mostrandonos que la mayoria de ellas a
las 48 horas presentaba una inflamacién considerable en el pliegue pero a las 72
horas la inflamacion habia cedido considerablemente.

ll. — En la grafica 2.1 nos muestra de igual manera las mediciones inconstantes de
algunas de las ovejas sujetas al estudio.

IV - La grafica 3 muestra a los animales que no tuvieron reaccion alguna al PPD.

V. — En la grafica 3.1 de igual manera que la tres nos muestra el nimero de ovejas
que no tuvieron reaccion.

VI. — En la grafica 4 se muestra el nimero de animales que tuvieron reaccion al PPD
bovino.

VIl. — Por ultimo en la grafica 5 muestra los resultados obtenidos de la prueba
comparativa realizada a los animales que dieron positivo a la prueba ano-caudal. 20
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VIll. CONCLUSIONES

La tuberculosis (Tb) causada por Mycobacterium bovis (M. bovis) es una de
las principales enfermedades en medicina veterinaria y que afecta a los humanos.
M. bovis es reconocida mundialmente como el mayor agente responsable de la
tuberculosis (Tb) en el ganado.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que los animales
muestreados en este estudio tuvieron una reaccion la cual no se puede tomar como
positiva a Tuberculosis causada por M. bovis ya que al realizarles la prueba cervical
comparativa no reaccionaron al ppd.

Sin embargo, estos datos nos pueden servir como base para seguir realizando
pruebas en las cuales podamos confirmar realmente animales positivos a
Tuberculosis.

Por otro lado también los resultados obtenidos nos indican que algunas cabras
presentaron una reaccion a la prueba de tuberculina, sin embargo, al realizar la
prueba doble comparativa, la reaccién no fue especifica. Este hecho podria ser dado
por mycobacterias atipicas que hacen que la prueba de reaccidon se manifieste, o
bien a otro tipo de mycobacteria como podria ser el M. paratuberculosis. Situacion
que en el presente trabajo no se tiene el alcance debido a que se requieren otro tipo
de estudios para confirmar el diagnostico.
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