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El objetivo del presente estudio fue averiguar si las vacas Holstein de un
alto potencial de produccion de leche con pruebas positivas de tuberculosis se
ven afectadas en su produccion de leche y el desempefio reproductivo. Se utilizo
un disefilo prospectivo con dos grupos de animales (positivos a prueba
intradérmica a tuberculina) y testigo (vacas no reactivas a tuberculosis). Se
utilizaron 1,044 vacas sanas y 105 vacas positivas a la prueba de tuberculina.
Las vacas positivas a tuberculosis provenian de varios establos comerciales de
la zona de La Laguna en el noreste de México. Vacas que daban una reaccion
positiva a la prueba intradérmica de tuberculina (inyeccién de 0.1 ml de un

derivativo de proteina purificada de bovino of M. bovis AN5) eran transferidas de
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su establo de origen a otro establo donde permanecian aisladas, junto con otras
vacas reactoras. Vacas libre de esta enfermedad eran mantenidas en el mismo
establo, pero totalmente aisladas de las vacas reactoras. La eficiencia
reproductivas de las vacas reactoras a tuberculosis fue afectada; la prefiéz por
inseminacién artificial fue inferior (P < 0.05) en las vacas reactoras en
comparacién con el grupo testigo (16.9 vs. 20.7). Las vacas positivas a
tuberculosis requirieron 4.52 + 2.94 servicios por prefiez comparado con 4.34 *
2.72 para las vacas del grupo testigo (P > 0.05). El intervalo entre el parto y la
concepcion fue similar entre las vacas reactoras (154 + 78 dias) y las vacas del
grupo testigo (150 + 77 dias). Las vacas testigo tendieron (P = 0.08) a producir
mas leche que las vacas reactoras en lactancias de 305 dias (10,684 + 1,720 vs.
10,345 + 1,736; 3 ordefias por dia, media + DE), Los metabolitos sanguineos
indicativos de la condicién nutricional de las vacas no difirieron entre grupos de
vacas. Se concluyd que las vacas positivas a tuberculosis presentaron una
reduccion en la produccion de leche de 4% y de 4.6 puntos porcentuales en la
prefiez por inseminacion artificial, sin que se presentaran alteraciones en los

indicadores sanguineos del nivel de reservas de energia de las vacas



1. INTRODUCCION

En México existe un alta prevalencia de tuberculosis bovina con tendencia
a la alza, ésta es mas alta en el ganado lechero (16 %) que en ganado de carne
(<1 %). De acuerdo a la norma oficial NOM-030-ZO0O-95, para controlar y
erradicar la tuberculosis bovina se utiliza un esquema de aplicacion intradérmica
de la tuberculina (PPD) y el sacrificio de animales reactores. En muchos paises
incluyendo a México, la Tuberculosis bovina (TBB) es considerada como una de
las principales enfermedades de los bovinos, y esta representa una importante
zoonosis para el hombre (OIE, 2009; Torgerson and Torgerson, 2010). Esta
enfermedad bacteriana crénica es causada por Mycobacterium bovis (Pollock
and Neill, 2002). La distribucion geografica de la tuberculosis ha cambiado
considerablemente en las Ultimas décadas debido al incremento de la industria
lechera, muchos paises realizan actividades de control y de vigilancia en algunos
de ellos ya se encuentran en la etapa de erradicacion (Rivera 'y Giménez, 2010)
como por ejemplo Cuba, Costa Rica, Panama y Uruguay (Kantor et al., 2008).
Nuestro pais cuenta con razas especializadas en la produccion de leche, por
ejemplo las razas Holstein y Jersey, ubicAndose en las regiones templadas del
centro del pais y en algunas regiones nortefias, concretamente en las zonas de
la Laguna (estados de Durango y Coahuila) y las cuencas de Tijuana, Baja

California, Delicias y Ciudad Juarez en Chihuahua.



La tuberculosis bovina es importante por las pérdidas econémicas que
ocasiona a la industria ganadera, asi como los costos de los programas de control

y erradicacion (Krebs et al., 1997; Boland et al., 2010).

La prevalencia de la tuberculosis bovina antes de 1992 era practicamente
desconocida en el pais, aunque se sospechaba que era alta en ciertas zonas
lecheras, ya que frecuentemente se hallaban lesiones generalizadas de
tuberculosis en vacas lecheras de desechos en rastros, infiriendo su baja

prevalencia en ganado de carne (SAGARPA, 2008).

En México, la TBB limita la movilizacion, comercializacion y/o exportacion
del ganado, con las consiguientes pérdidas econdmicas para los productores y
el pais (Morales et al., 2005). En ganado lechero las perdidas debido a esta
enfermedad pueden ser calculadas con base en la disminucion de peso 36%,
disminucién en la produccioén lactea 13% y perdidas en tasa de reproducciéon 12%

(Suazo et al., 2003).

La produccién de leche de bovino juega un papel fundamental dentro de
la economia del sector primario e industrial, ademas de presentar el mayor
potencial de expansion a fin de sustituir el importante componente de abasto del
exterior. Por lo tanto, la erradicacion de esta enfermedad para evitar a la
poblacién humana el riesgo de contraerla, mejorar los parametros productivos y
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reproductivos de los bovinos y, asi, evitar pérdidas econémicas y restricciones a
la movilidad de los animales, tanto nacionales como internacionales (SAGARPA,

2008).

1.2 Objetivos

e Determinar el impacto de la tuberculosis sobre el desempefio reproductivo
y productivo de leche de vaca Holstein manejadas en un sistema de

produccion intensiva en Torredn, Coahuila.

e Determinar el efecto de la reaccién a la tuberculina sobre diversos

metabolitos sanguineos indicativos del estatus nutricional de las vacas.

1.3 Hipotesis
El ganado Holstein reactores a tuberculosis (Mycobacterium bovis) tienden
a disminuir sus niveles en produccion de leche y su eficiencia reproductiva, sin

gue cambien sus metabolitos sanguineos.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de la Tuberculosis bovina

2.1.1 Definicion

La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad de curso cronico cuyo
agente etiolégico es Mycobacterium bovis, la cual se caracteriza por la formacion
de lesiones granulomatosas en nddulos linfaticos y de pulmoén en bovinos y otros
animales domésticos, ademas se puede presentar en ocasiones de forma aguda
(OIE, 2004). Aunque se define como una enfermedad crénica, en ocasiones la

tuberculosis tiene un curso agudo y progresivo (Biet et al., 2005).

Los tejidos afectados con mayor frecuencia son linfonodos de cabeza,
térax y cavidad abdominal, pulmones, higado, pleura y peritoneo, aunque
cualquier tipo de tejido es susceptible de ser infectado (Whippe et al., 1996;

Cassidy et al., 1988).

2.1.2 Historia

La tuberculosis es una enfermedad muy antigua, se presume que se
origin6 hace 150 millones de afios (Ledo y Portaels, 2007). En la literatura griega
antigua existen indicios de la enfermedad, llamada en esa época “Tisis” y definida
por Hipocrates como la enfermedad mas grande de todos los tiempos. A inicios
del siglo XVII se produjo en Europa una epidemia de tuberculosis, a la cual se le
conocié como “Gran plaga blanca” y fue considerada como una enfermedad letal.

El fisico inglés Benjamin Merton (1704-1722) conjeturd por primera vez que la
12



tuberculosis era provocada por “criaturas de vida diminuta”, posteriormente, en
1865, los doctores Jean-Antoine Villemin (1827-1892) y William Budd (1811-
1880), concluyeron, a través de estudios epidemioldgicos, que la Tb se difundia
por la sociedad a través de gérmenes especificos (Ledo y Portaels, 2007). En
1878, el patélogo aleméan Paul Clemens Von Baumgarten (1848-1928), fue el
primero en observar el bacilo en tejidos infectados, sin embargo, no fue hasta el
24 de marzo de 1882, en Berlin, ante la Sociedad de Fisiologia que, Robert Koch
(1843-1910), describi6 al agente causal de la tuberculosis, lo que marcd el primer

hito en el estudio de esta enfermedad (Kaufmann, 2003).

En 1996, se publicé la Norma Oficial Mexicana que regula la Campafia
Nacional contra la Tuberculosis Bovina, la cual se modificé en 1998 y es la que

actualmente continua vigente (SENASICA, 2013).

2.2. Etiologia

2.2.1 Agente etiologico
Existen tres tipos de bacterias causantes de esta enfermedad las cuales
son del género: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis y el complejo

Mycobacterium avium.

La tuberculosis bovina es causada por Mycobacterium bovis, una bacteria
gram positiva, es acido-alcohol resistente del complejo Mycobacterium
tuberculosis de la familia Mycobacteriaceae (Citado por el Center for Food

Security & Public Health, 2009), Aunque también puede ser afectado por
13



Mycobacterium avium cuando convive con aves infectadas y por Mycobacterium
tuberculosis cepa que puede existir en bajos porcentajes de antropozoonosis que

afecta a los animales (Cano, 2010).

2.2.2 Morfologia y temperatura

El bacilo es resistente a los acidos, alcalis y a la desecacion, puede
sobrevivir varios meses en ambientes frios, particularmente en condiciones de
humedad, oscuridad y bajas temperaturas. En invierno perdura por 5 meses en
heces y en verano por dos meses (O Reilly y Dabom, 1995), es sensible a la luz
solar directa, rayos UV, temperaturas mayores a los 70°C y a desinfectantes
organicos como el fenol y los cresoles (Vadillo et al., 2002; Falkinham, 2003). Las
temperaturas de pasteurizacién (63.5°C por 30 min. o 72°C por 15 segundos

inactivan al bacilo) (Grant et al., 1996; Holsinger et al., 1997).

2.3 Transmision

La transmisién de Mycobacterium bovis, puede ocurrir entre los animales,
de animal al ser humano y viceversa, pero raramente entre los seres humanos
(Acha y Szyfres, 2001) la transmision se realiza principalmente por medio de
secreciones nasofaringeas, las cuales pueden ser pequefias gotitas en
suspension de menos de 5 u de didmetro, las cuales entran en contacto con
otro animal via aerégena (Phillips et al., 2003). Esta via se considera la de mayor

importancia en bovinos (80 al 90% de los casos) quedando en segundo término
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la via digestiva o enterégena, por pastos contaminados con heces u orina de
animales infectados (10 al 20% de los casos) (Menzies and Neill, 2000; Abasolo
y Retamal, 2004). El ganado llega a infectarse principalmente por la ruta
respiratoria a través de aerosoles, mientras que la via digestiva es una ruta de
transmision importante entre especies; la diseminacion de la bacteria se da a
través de las heces, orina, descargas genitales, leche, contaminando el alimento

y agua de bebida (Phillips et al., 2003).

Transmision de bacterias tuberculosas a los seres humanos por lo general
se produce por la inhalacién de aerosoles que contienen gotitas de bacilos o a
través del consumo de alimentos y bebidas contaminado, principalmente se
leche. La préactica de la puesta comun de la leche, incluyendo la de la vaca con
tuberculosis de la ubre, agrava ain mas la situacion por la prestacion de toda la
produccion de leche infecciosa. Se cree que la presencia simultanea de bacterias
indigenas de &cido lactico (LAB) en la leche contaminada con Mycobacterium
para conferir efecto protector cuando la leche se fermenta adecuadamente

(Mariam, 2014).

En general, la bacteria infecta su huésped por via aerégena, afectando los
pulmones (Phillips et al., 2003). Sin embargo, la infeccion progresa por la vias
hematogena o linfatica diseminandose a otras partes del cuerpo y dafiando otros

organos (Botello et al., 2013).
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Solo el 5 % desarrolla lesiones en el Utero y de 1 a 2 % mastitis
tuberculosa, se ha comprobado que el 4 % de las vacas infectadas positivamente
excretan bacilos por la leche sin que exista mastitis tuberculosa (Goodchild,
2001). En la tuberculosis renal, asi como en la genital, los bacilos se eliminan por
la orina, ademas en los machos pueden ser eliminados por esperma (Kistermann

y Torres, 2000)

2.4 Epidemiologia

2.4.1 Factores de susceptibilidad

Un factor de riesgo que incrementa la transmision es el contacto entre los
animales durante el ordefio favoreciendo la difusion del patdgeno. Por eso, la
prevalencia mas alta de tuberculosis bovina se encuentra en grandes rebafios
lecheros (Ramirez-Villaescusa et al., 2010). Otro factor de riesgo es la presencia
de animales silvestres que estan infectados y con los cuales las vacas comparten

el pasto y/o territorio (Vial and Donnelly, 2011).

Los factores de riesgo para la poblacion humana son el contacto fisico con
animales infectados (Moda et al., 1996; Thoen et al., 2006), lo cual significa que
personas trabajando con ganado (trabajadores del rancho, del matadero y
Médicos Veterinarios) estan en mayor riesgo de contraer la enfermedad (Michel
et al., 2010), también se descarta que perros y gatos resulten afectados, los
caballos, ovejas y cabras son considerados mas resistentes, y los menos

atacados son los asnos y mulares (Wets, 1993).
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2.4.2 Patogenia

En el ganado bovino M. bovis infecta a un animal sano cuando este inhala
las gotas expulsadas de saliva 0 moco contaminado con el bacilo por parte de un
animal enfermo. Una via secundaria para adquirir la infeccion es cuando el animal
ingiere la micobacteria en agua o alimento contaminados en los bebederos,
comederos, corrales o bien cuando una vaca infectada alimenta a la cria; sin
embargo, la via aerdgena es hasta el momento considerada la via de principal

(Rubin, 2009; Silva et al., 2011).

La tuberculosis primaria o foco primario, comprende la lesion inicial en el
organo que actua como puerta de entrada. Posteriormente, o en algunos casos
simultaneos, los vasos drenan por via linfatica a los nédulos linfaticos regionales,
produciéndose una adenopatia y originando una lesién similar a la del foco

primario (Zufiga et al, 2012).

(A) La inhalacién de la Mtb. Los primeros eventos después de la inhalacion
de Mtb implican la inmersiébn de los bacilos por los macréfagos
alveolares y, a menudo su exterminio inmediato por diferentes
mecanismos bactericidas de los macréfagos, incluyendo la generacion
de intermediarios reactivos de nitrégeno (RNI) y productos intermedios
de oxigeno reactivo (ROI). La eficacia de estos mecanismos depende
de la capacidad microbicida intrinseca de los macrofagos alveolares,
las caracteristicas patogenas de la cepa Mtb inhalado, y el
microambiente inflamatoria en el sitio de la infeccion (Zufiga et al,

2012).
17



(B) ElI reclutamiento de células inflamatorias. Bacilos que sobreviven
proliferan logaritmicamente dentro de los macrofagos alveolares y
DCS e inducir la produccion de mediadores inmunes tales como TNF-
a, IL-6, IL-12p80, IL-1qa, IL-1B y que activan macrofagos para inducir la
muerte bacteriana temprana. IFN-y es una citoquina proinflamatoria
producida por las células T CD8 + CD4 +y asi como por las células NK
activadas en respuesta a IL-12 e IL-18 producida por los macréfagos
alveolares y paises en desarrollo. En un escenario de pulmén
inflamatorio local inducido por la proliferacion de Mtb, las células
inflamatorias periféricas, incluyendo monocitos, neutroéfilos y los paises
en desarrollo, son reclutados en el pulmén. DCs se activan TLRs
minimas de sefalizacion, y los monocitos se diferencian a macréfagos
efectores que producen sustancias microbicidas, incluyendo TNF-a,
que contribuye al control del crecimiento de Mtb, y la formacion de
granulomas (Zufiga et al, 2012).

(C) Control de micobacterias proliferacion. Esta fase se caracteriza por la
inhibicion de la proliferacion de Mtb con una interaccion célula-célula
eficiente y la formacion de un granuloma. Como resultado de la
estimulacion de citoquinas cronica, los macrofagos se diferencian en
células epitelioides y células gigantes fusionadas convertirse. La
arquitectura del granuloma se caracteriza por la agregacion de las
células T y los macréfagos infectados que contienen la Mtb para

prevenir su propagacion. Ademas de la funcion clave de las citoquinas
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proinflamatorias (por ejemplo, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-17 e IL-23)
en la formacion y estabilidad del granuloma, la presencia de
quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8 y CXCL10 es crucial
para el reclutamiento de células inflamatorias para formar granulomas.
Estos mecanismos permiten el desarrollo de una infeccion de TB
primaria localizada que eventualmente puede convertirse en un estable
(también conocido como un latente) de la infeccién. En mas del 90%
de las infecciones latentes, los focos infecciosos caseosa central que
contiene Mtb en vivo esta delimitada por las paredes granuloma. Un
ciclo activo de la activacion celular y la represion impide la replicacion
y propagacion de la Mtb (Zufiga et al, 2012).

(D) La tuberculosis posprimaria. Como resultado de la persistencia de
micobacterias, asociado a un fallo en el sistema inmuno-vigilancia, la
enfermedad latente puede ser reactivada, induciendo el dafio en zonas
cercanas a los bronquios y acondicionado la difusién de la Mtb a otras

areas del pulmén (Zufiiga et al, 2012).

2.5 Sintomas

Mycoplasma bovis es un patdgeno altamente infecciosa de los bovinos
gue causan neumonia, poliartritis, otitis, y con menos frecuencia, abscesos

subcutaneos, abortos y meningitis (Passchyn et al., 2012).

Cuando la via digestiva esta implicada, la diarrea y el estrefiimiento

intermitentes pueden ser observados (Gallegher y Jenkins, 1998).
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Cresa (2011) indica que los sintomas son muy variados, los sintomas
puede tardar meses o0 afios en aparecer. Generalmente se presenta sintomas
inespecificos como caida de la produccion de leche y deterioro general de la
salud del animal y solo es posible la descripcibn en casos muy criticos, los

siguientes puntos son las manifestaciones clinicas:

e Debilidad progresiva

e Pérdida de apetito

e Pérdida de peso

e Fiebre ondulante

e Tos seca intermitente y dolorosa

e Aceleracion de la respiracion (taquipneas) o dificultad de respirar (disnea)
e Sonidos anormales en la auscultacion y percusion

e Diarreas fuertes

2.6 Diagnostico de la tuberculosis bovina

2.6.1 Diagnastico clinico

Wiladimir (2011) menciona que la Organizacion Panamericana de la Salud
en el 2003, determinaron varios métodos de diagndéstico de tuberculosis bovina,
pero hasta la actualidad aun no encuentran algin meétodo que tenga la eficiencia

del 99%.
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En México el diagnostico de la tuberculosis bovina se realiza mediante las
pruebas de tuberculina, cultivo e histopatologia, pero estas presentan algunas

limitantes de sensibilidad y especificidad (Morales et al., 2005).

El diagndstico clinico es dificil debido a la falta de signos visibles,
observandose solo fiebre, pérdida progresiva de peso culminando con la muerte

(Ward, 2005).

2.7 Métodos directos

El propésito de estos métodos directos se centraliza como el
procedimiento de principal para identificar el agente causal de la enfermedad en
el huésped (Sanchez, 1999). A continuacion se mencionan los siguientes

métodos:

2.7.1 Prueba bacteriolégica
Se realiza post mortem y presenta la dificulta que el agente causal tiene
un crecimiento lento en medios de cultivos. El aislamiento de Mycobacterium

bovis necesita de aproximadamente de 6 a 8 semanas para su desarrollo.

Después del aislamiento se procede a la tipificaciéon en base de las siguientes

caracteristicas:

» Desarrollo: crecimiento y morfologia de las colonias.
» Citoquimicas: enzimaticos de niacina, reduccion de nitratos, catalasa y
peroxidasa.

» Bilogicas: accion en caballos conejos y pollos.
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Herrera (2009) indica que después del aislamiento bacteriologico se
procede al incubamiento a 37 °C por 9 semanas y posteriormente la tipificacion
se realiza con las resiembras de las colonias aisladas del medio donde se habian
aislados, dichas resiembras se someten a temperaturas de 22, 37 y 45 °C y por

ultimo de realiza las pruebas bioquimicas como catalasa, nitrato y niacina.

2.7.2 Prueba histopatologica

En la prueba histopatologica se toma en cuenta la propiedad del bacilo
tuberculoso que afecta principalmente al reticulo endotelial, donde se encuentran
estas lesiones y donde se utiliza la coloracion de Zihel Neelsen, que se
caracteriza por tefir las bacterias de un color rojo al ser acido alcohol resistente

(Sanchez, 1999).

Los tejidos con lesiones sospechosas, principalmente nédulos linfaticos y
pulmones se envian en formol al 10% a laboratorio en una proporcion de 1:10,
se realiza el corte de micrétomo y la tincion del tejido fijado con hematoxilina-
eosina y Zihel Neelsen, y posteriormente se analizan los tejidos con microscopio

Optico (Herrera, 2009).

2.8 Métodos indirectos

Por medio de este método se provoca la reaccion del huésped ante un
estimulo. El animal una vez inoculado el antigeno puede tener dos respuestas

una humoral y otra celular.

22



La respuesta humoral, esta medida por la produccion de anticuerpos,
mientras que la respuesta celular, estar4 dada por los linfocitos y macréfagos

(OPS, 2011).

2.8.1 Prueba de tuberculina

El método estandar utilizado para el diagnéstico de rutina de TBB son las
pruebas de tuberculina, las cuales consiste en una reaccion cutanea a través de
la aplicacion intradérmica de un extracto proteinico purificado (PPD)
(Shakespeare, 2002; de la Rua-Domenech et al., 2006). La tuberculina ha sido la
pieza clave para realizar programas exitosos de erradicacion en muchos paises.
Informacién internacional indican que la tuberculina muestra de 68-96.8% de
sensibilidad y 96-98.8% de especificidad (Malaghini et al., 2011; Schiller et al.,

2011).

2.8.2 Reacciones a la tuberculina

Esta prueba consiste en sensibilizar al animal con el antigeno de
tuberculina tomado en cuenta que si se aplica el antigeno a un animal que se
encuentre sin presencia de la enfermedad, esta no presentara ningln proceso
inflamatorio en el sitio de la inoculacién. En caso contrario si el animal presenta
la enfermedad provocada por el M. bovis, se provoca una reaccion del organismo,
de hipersensibilidad de tipo IV o hipersensibilidad tardia esta reaccién se ve
intensificada a las 24 a 72 horas post inoculacién y tiene la capacidad de persistir
por varias semanas mas ya que provoco una vaso dilatacion y esto provoca una

eritema (Ecured, 2011).
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Cuando el antigeno PDD se inocula de manera intradérmica en la piel de
un animal sensibilizado, es decir expuesto al agente entre 2 hasta 12 semanas
antes de realizar la prueba, tiempo para el cual el animal all4 desarrollado su
respuesta inmunitaria, se produce una respuesta inflamatoria en el lugar de la
inoculacién. Esta reaccion inflamatoria tarda varias horas en desarrollarse y
alcanzar su maxima expresion, esto dependiendo segun las diferentes especies,
en aves y porcinos, el punto maximo de la reaccion en proceso se produce a las
48 horas, mientras que otros bovinos y rumiantes, el punto maximo de reaccion

es a las 72 horas (Leon, 2001).

La prueba de tuberculizacién puede ser simple si solo se aplica un solo
PPD o bien si se trata de comparar la investigacion se puede utilizar dos PPD,
en dos puntos diferentes donde se realiza la inoculacion. Esta prueba es mas
sensible cuando mayor sea el nUmero de respuestas positivas entre los animales
infectados. Dicha prueba es poca especifica, ya que no diferencia entre M. bovis
y M. avium, por lo que puede presentarse un gran niumero de falsos positivos

(Torres, 2000).

La prueba de tuberculina tiene como ventaja que es una prueba barata,
pero posee algunas desventajas. Por ejemplo, los animales que son inoculados
no se les puede repetir la prueba hasta después de 60 dias por reaccion

inmunoldgica inducida por la misma prueba (H. de Ward Jacobus, 2005).
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2.8.3 Prueba PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Esta técnica es especialmente util por la rapida deteccion de la infeccion
en un animal sospechoso. La PCR ha sido empleada y sufrido modificaciones
para incrementar y mejorar la eficiencia del diagnostico de la tuberculosis bovina,
su uso se diversifica desde los protocolos de amplificacion a partir de muestra

como leche (Zumarraga et al., 2005).

Esta técnica tiene caracteristicas adecuadas para dar un diagndstico
oportuno y eficiente de enfermedades infecciosas, ya que permite detectar el
material genético del agente patdgeno, inclusive antes de que el huésped haya
montado una respuesta inmune y empiece a producir anticuerpos. La prueba
PCR detecta cantidades muy pequefias del patdgeno directamente de los

especimenes clinicos (Poblete, 2010).

2.8.4 Interferon gamma

En la actualidad se ha desarrollado una prueba comercial para medir el
interferéon gamma (INF-v) (Bovine Gamma Interferon Test — BOVIGAM). La
prueba consiste en incubar sangre completa de bovinos sospechosos de
tuberculosis diagnosticados por PPD bovina y PPD aviar, bajo condiciones
especiales (Gormley et al., 2006). Si el animal ha estado en contacto con el
microorganismo, sus linfocitos liberaran interferon gamma, el cual es detectado
a través de un sistema de ELISA sandwich, donde los anticuerpos anti-gamma

interferon unidos a una placa de 96 pozos captura el gamma interferon bovino.
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La reaccion se detecta por la adicion de un anticuerpo especifico anti-gamma
interferon conjugado a una peroxidasa, la cual reacciona con un sustrato
produciendo color. Estudios demuestran que esta prueba en general tiene una

sensibilidad y especificidad mas alta que la prueba de la tuberculina.
> Ventajas
a) Se manipulan los animales de una sola vez.
b) Se puede repetir la prueba tantas veces cuando sea necesario.

C) La prueba es comparativa y excluye aquellos animales que pueden

reaccionar por infecciones con Mycobacterias atipicas no patdégenas

d) el plasma obtenido del animal para el diagnéstico de tuberculosis
bovina puede ser utilizada para el diagnostico de otras enfermedades como

Leptospirosis, Brucelosis, etc.
» Desventajas
a) la prueba es relativamente cara.
b) se necesita un laboratorio para procesar las muestras.

La prueba del IFN-y se utiliza como prueba de diagndstico complementario o
confirmativo en paises como Australia, Nueva Zelanda y los EEUU (Jacubus,

2006).

26



2.9 Control y erradicacion

En general no se realiza ningun tratamiento a animales infectados, ya que

los gastos son elevados y no se puede eliminar la enfermedad (Herrera, 2009).

La erradicacion de esta enfermedad es necesaria para evitar a la poblacion
humana el riesgo de contraerla, mejorar la productividad de los bovinos vy, asi,
evitar pérdidas economicas Yy restricciones a la movilizacion de animales, tanto
nacional como internacional. Para ello, se aplican estrategias de difusion y
promocién de las actividades de la campafa: capacitacion del personal
involucrado en estas actividades, diagnéstico de campo (en el 100% de los
hatos). Aplicacion de cuarentenas en hatos infectados, eliminacién e
indemnizacién de animales reactores a las pruebas diagndsticas, inspeccion en
rastros para confirmar y detectar nuevos casos, control de la movilizacién,
reconocimiento y proteccion de regiones de baja prevalencia, certificacion de
hatos libres de la enfermedad, seguimiento epidemioldgico, etc. (SENASICA,

2013).

Una razén importante que justifica la erradicacion de la tuberculosis bovina
es que la enfermedad causa pérdidas econ6micas, debido a la disminucion
aproximadamente en un 20% de la produccion de leche y carne, un 5% de
disminucién en la capacidad reproductiva de los rebafios y la restriccion en la
venta y/o exportaciones de carne provenientes de animales enfermos (Manual de

Ganaderia Doble Propdésito. 2005; Boland et al., 2010).
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La vacunaciéon con M. bovis bacilo Calmette-Guérin (BCG) se ha probado
experimente como alternativa de control, en bovinos negativos a la tuberculina
vacunados al nacimiento y desafiados con una cepa virulenta a la dosis de 1 x
10° unidades formadoras de colonias (UFC) y sacrificados entre 6 y 9 meses

después (Milian et al., 2010; Waters et al., 2012).

La estrategia basica para el control y eliminacioén de la tuberculosis bovina
es la tuberculizacion del rebafio y el sacrificio de los reactores positivos

(SENASICA, 2013).
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Presented in abstract form and poster at the 4th International Congress of Tropical

Animal Production, Habana, Cuba, November 2013.

Objective- To find out if high milk-yielding Holstein cows testing positive for
bovine tuberculosis (bTB) are affected in their reproductive performance and milk

yield.

Design- A prospective two-group cohort study

Animals- 1,044 healthy cows and 105 tuberculin skin-test positive cows.

Procedure- Cows tested positive for bTB were from various large commercial
dairy operations from the same region. Cows that reacted to an intradermal
injection of tuberculin were transferred from their barns to an isolated new dairy
facility. Cows free from this disease were placed in the same barn as the reactor

cows, but in an isolated division and served as control animals.

Results- The reproductive performance of positive reactors was impaired; overall
pregnancy per artificial insemination differed (P < 0.05) between cows testing
positive for bTB and healthy cows (16.9 vs. 20.7%). Cows that were bTB reactors
required 4.52 £+ 2.94 services per pregnancy compared with 4.34 + 2.72 for control
cows (P > 0.05). The intervals between calving and conception were similar
between reactors (154 = 78 days) and control animals (150 + 77 days). Control
cows tended (P = 0.08) to produce more milk than positive reactors over a 305-

day lactation (10,684 + 1,720 vs. 10,345 + 1,736; 3 milkings per day, mean = SD).
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Serum metabolites indicative of nutritional stress did not differ between groups of

COWS.

Conclusions and Clinical Relevance- Cows tested positive for bTB was
associated with a 4% decrease in milk production and 4.6 percentage points in
pregnancy per artificial insemination. According to serum metabolites indicative
of nutritional status the reduced productivity in bTB-positive cattle does not appear

to be due to metabolic stress.

Key words: pregnancy per artificial insemination, tuberculin test, fertility, serum

metabolites

ABREVIATIONS

bTB Bovine tuberculosis

SD Standard deviation

PPD Purified protein derivative

DM Dry matter

FTAI Fixed-time artificial insemination

CIDR Controlled internal drug release

NEFA Non-esterified fatty acids
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Introduction

Bovine tuberculosis (bTB) is a serious chronic, debilitating and
transmissible disease of cattle caused by the acid-fast bacillus Mycobacterium
bovis.! Cattle are commonly the reservoir hosts, but other wildlife species may
play a role in the epidemiology of this disease.?3 bTB transmission seems to occur
more easily when animals are concentrated in barns and other enclosed areas
and it is believed that infected cows spread the bTB bacteria to their herd mates
by ejecting infected droplets from their lungs (aerosolization), which can be
inhaled by other animals.4®

bTB is still endemic in important dairy regions in Mexico,®’ costing the
country a great deal of money because of serious losses due to infection missed
by testing,®® human health problems,'%! hampering of trading of cattle 1213
reduction of milk production,’* premature elimination of cattle and unnecessary
culling of uninfected animals due to the low sensitivity and specificity of the

standard diagnostic test.1>16.17

In Mexico, like other countries of the world, governmental programs to
control this disease are based mainly on the prompt removal of animals failing the
tuberculin test (reactors), although the lack of compensation i.e., market value for
each animal removed, has caused that some producers refuse to immediately
eliminate their test-positive animals. Additionally, some producers are skeptic of

the governmental programs because of the occasional reappearance of
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seropositive animals in previously “cleaned” herds,*® and the occasional lack of
lesions at slaughter in positive tuberculin-reacting cows.'® An additional factors
hampering the eradication efforts have been the lack of movement restrictions of
cattle from infected herds, the imperfect sensitivity and specificity of current
diagnostic test and the ambiguity in determining the main transmission routes of
infection.?%21.22 Thus, eradication has been a challenge owing, in part, to the
reluctance of dairy producers to cull their seropositive animals because of the
perception that productivity of reactor animals is not drastically reduced. It is
widely accepted that bTB results in a reduction of milk yield; however, few studies
have measured the effect of bTB on milk yield; results showed a mild milk
depression.'* Even less information is available on the effect of bTB on
reproductive performance. This study was designed to get a better understanding
on how high milk-yielding Holstein cows that test positive for bTB, with no overt
signs of this disease and managed intensively in a hot arid environment, are

affected in their milk yield and reproductive performance.

Materials and Methods

Diagnostic testing- All animal care and experimental procedures were in
accordance with institutional policies and ethical standards for animal health and
well-being and approved by the Autonomous Agrarian University Antonio Narro
Animal Care and Use Committee. Initially, the tuberculin skin test was undertaken
in various large dairy operations (approximately 5,000 Holstein cows) adjacent to

the dairy operation where the study took place. Bovine tuberculosis was detected
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in first or greater parity cows with an intradermal injection of 0.1 ml of bovine
purified protein derivative (PPD) of M. bovis AN5 (1 mg protein/ml) into the caudal
fold. Approximately 72 hr after the injection, the application site was visually
examined and palpated. Test results were considered positive when swelling
(greater than 4 mm) was clearly detected. Cows testing positive for bTB were
translated from their barns to a secluded new dairy facility where all reactor cows

were kept together.

Study herd, housing and feeding- This study was conducted on a
commercial dairy farm located in northern Mexico (latitude 26° 23’ N, longitude
104° 47" W; mean annual temperature 27° C) during 2012 and 2013. In this dairy
operation 3,200 cows with a rolling herd average of 10,800 kg of milk were milked.
Both healthy (non-reactors) and cows tested positive for bTB and with no other
diseases were kept in the same barn, but in different areas, so that no contact
existed between these groups of cows during feeding or milking. These animals
remained together in open-dirt pens during one complete lactation period. All
cows received the same total mixed ration to meet or exceed the nutrient
requirements for a lactating Holstein cow producing 45 kg of milk per day with
3.5% fat and 3.2% protein.?®

Cows were fed twice daily and milked thrice daily. Diet consisted of alfalfa
hay and corn silage, ground corn, soybean meal and minerals (49% forage and
51% concentrate; DM basis). To ensure ad libitum intake of the diet, the refusal

weight was at least 10% of the fresh weight at offer. Feed refusals were removed
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from the troughs before the fresh feed mixture was supplied. All cows had
unrestricted access to fresh drinking water. Lactating cows were allocated to 3
lactation stage groups (70 + 11, 145 + 13 and 2210 + 11 d in milk; mean £ SD).
Cows included in the study had a body condition score ranging from 2.75 to 3.5

(scale 1to 5).

Milking management and recording- The average lactation number for
cows in this study was 2.4 = 1.7. Cows were milked thrice daily (0400, 1200, and
2000 hours) and milk production was recorded electronically at each milking for
individual cows. Milk yield was adjusted to mature equivalent by using
multiplicative factors. Cows completed their experimental tenure when they

completed 305 days in milk.

Reproductive management- All cows were vaccinated against bovine viral
diarrhea, infectious bovine rhinotracheitis, bovine respiratory syncytial virus, para-
influenza and leptospirosis (5-varieties). The herd veterinarian examined all fresh
cows to identify and treat cows with postpartum reproductive disorders such as
retained placenta, metritis, endometritis and pyometra. Cows became eligible for
artificial insemination after exceeding the voluntary waiting period of 50 days in

milk.

Detection of estrus was initiated at the end of the voluntary waiting period,
with the aid of pedometers and removal of tail paint or tail chalk, and Al was

conducted based on visual observation of estrous behavior, following the standard
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a.m./p.m. rule. Commercial frozen-thawed semen from various sires from the
United States was used across all months of the year. Cows not pregnant with
more than 3 services were submitted for FTAI (CIDR-based protocol). Pregnancy
was diagnosed by palpation per rectum of the uterus and its contents at40 +5d
after Al. All pregnhancy examinations were performed by the same veterinarian

throughout the study period.

Experiment description- A prospective two-group cohort study was
conducted. One-thousand forty four healthy (no reactors) Holstein cows between
1 and 6 lactations were used in this study. This group was compared with 105
Holstein cows detected as bTB reactors. All workers and veterinarians in contact
with positive bTB reactor cows were appropriately protected with rubber gloves,
waterproof boots, face masks, and appropriate clothing to protect skin breaks
from infection. All instruments, utensils, chutes, machinery, floors, and areas of
potential infectivity were sanitized as frequently as possible with approved

disinfectant products.

Blood collection and analyses- Blood samples were collected at the middle
of lactation from the coccygeal vein in plain vacuum tubes after the first milking in
the morning before feeding. The blood samples were kept in ice boxes and taken
to the laboratory within 1 h. The samples were then centrifuged (1,000 x g for 10
min) to obtain serum, which was immediately frozen in Eppendorf tubes at -20°C

until metabolites measurements.
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Serum metabolites were determined using spectrophotometric methods.2
Serum total protein concentration was determined with a kit based on the
bicinchoninic acid reagent, with bovine serum albumin as a protein standard.?
Urea was quantified using a kit based on urease® and glucose concentration was
assayed with kit based on glucose oxidase.? Serum NEFA concentrations were
determined using a kit specific for this metabolite.®* Serum creatinine was
measured using kit for this metabolite.” Serum cholesterol was determined using

a cholesterol assay Kkit.9

Statistical analyses- 305-d milk production, peak milk yield, and days to
peak were analyzed using a mixed linear model" with group and parity as a fixed
effects and month and year of calving as covariates. The interaction group X parity
was included in the model. Differences in serum metabolites between reactors
and non-reactors cows were tested by a two-tailed student's t-test." The
metabolite concentrations were log transformed for normalization. The unit of the
study was the cow over one lactation period. The proportion of pregnant cows per
artificial insemination was evaluated by applying a general linear model for binary
data." After limiting the number of services per pregnancy to cows with a
confirmed pregnancy diagnosis, the effect of group on the number of services per
pregnancy was evaluated by the bivariate Wilcoxon rank sum test without
adjustment for confounders." Calving-to-pregnancy intervals were analyzed by

survival analysis methodology."
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Results

Milk production- Tuberculosis test-positive status tended to effect 305-d
milk yield (P < 0.08), with 4% less milk in the reactor cows compare with the non-
reactor herdmates cows (Table 1). A significant group Xx parity interaction
indicated that 305-5 milk yield was significantly higher in healthy multiparous cows
than in those cows testing positive for bTB; there was no difference between
groups for primiparous cows. Season of calving was a significant confounding
covariate. Control cows presented slightly lower but significant (P < 0.05) peak
milk yields than cows tested positive for bTB. Number of days to peak milk yield

did not differ between groups of cows.

Reproductive performance and serum metabolites - Of the 1149 cows used
in the present study, 1094 (95%) were inseminated at least once, but very few
cows conceived by the end of the study. Pregnancy per artificial insemination was
higher (P < 0.05) in control cows compared with cows testing positive for bTB
(Table 2). Both calving-to-pregnancy interval and services per pregnancy did not

differ between groups of cows.

Serum concentrations of various metabolites in control and cows testing
positive for bTB are shown in Table 3. There were no significant effects of skin-

test-positive animals on all serum metabolite concentrations.
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Discussion

Milk yield- The results of this study are remarkably similar to the estimate
of other studies reporting that tuberculosis was associated with a 4% decrease in
milk production in cows positive to the caudal fold tuberculin test.1424 This is the
first study to address the impact of positive bTB test on 305-d milk yield using a
large population of cows followed prospectively throughout an entire lactation. In
addition, the use of computerized on-farm record systems allowed a precise
estimation of milk yield during an entire lactation, which potentially increased our
ability to detect differences between tested positive and negative cows for bTB.
However, for obvious reasons there was not possible to maintain the cows for a
second lactation, and therefore no follow-up was made and this might be
important to fully establish the relationship between the impacts of bTB on milk
yield, because it is likely that the effect of this disease might be cumulative

(becoming more noticeable over multiple lactations).

The results of the present study are not in line with the view that the total
amount of milk produced during lactation is primarily determined by peak yield.?®
It is possible that the greater milk yield observed in the control cows compared
with cows testing positive for bTB was due to a greater persistency of lactation,
rather than a higher peak milk yield, because although peak yield accounts for
most of the variance in total lactation yield, persistency of lactation also accounts
for an important proportion of the variance.?® The slightly higher peak yield in cows
testing positive for bTB suggests that milk losses in positive rector cows occurred

after the peak yield.



The magnitude of milk losses in bTB reactor cows depends on the stage of
the disease. In the present study all cows testing positive for bTB did not show
overt clinical signs, which would explain the marginal milk losses observed in the
skin-test-bTB positive animals, as these cows did not present the advanced
stages of the disease (e.g. chronic cough, dyspnea, low grade fever and
weakness). The mechanisms by which the cows testing positive for bTB
presented a lower milk yield could be the higher cost of allocating resources to

immunity;?’ bTB infection status is not associated with udder health.?®

Reproductive performance- A remarkable strength of this study was the
use of a great number of cows testing positive for bTB, which made it possible to
potentially infer a cause-and-effect relationship between cows positive to the
tuberculin test and reproductive performance. The low values for this variable are
similar to those reported for dairy cows in this zone?° and are due to a severe heat
stress experienced by cows for the most part of the year, associated with great
metabolic heat production due to the high milk yield® derived from three milkings

per day.

No other study exists measuring the impact of bovine tuberculosis on
pregnancy rate. It is fairly well accepted that bTB results in reduced reproductive
performance, although there are no studies to support this hypothesis. Results of
the present study prove that fertility is reduced in bTB reactor cows, although the
mechanisms by which the cows testing positive for bTB presented a lower
pregnancy per artificial insemination are not currently understood. Serum

metabolites indicative of nutritional stress do not support a scenario of impaired
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immunological and gastrointestinal absorptive capacity or an accentuated
negative energy balance in positive bTB reactors. Perhaps damage to the uterus
and oviducts by M. bovis could be involved in this reduction of fertility, as it been
observed previously.3! Additionally, bTB results in a series of pathological
responses, including immune response, inflammation, and damage to the target
organ.3? Further, greater energy is required to mount an immune response, using

nutrients that could otherwise be allocated to reproductive effort.33

Serum metabolites- The levels of blood metabolites found in the present
study are typical of those previously reported for Holstein cows after the peak
yield.3*3%> Serum glucose concentrations were indicative of well-fed animals with

closely controlled nutrition.36

Serum urea, creatinine, cholesterol and NEFA levels did not show any
disturbance in nitrogen metabolism or body energy reserves mobilization, which
indicates an adequate physiological balance. This data show that bTB reactor
cows were not affected in their liver and kidney function, mobilization of body fats
and proteins, and therefore showed good adaptation to the energy demands in
the middle of lactation. Also this data are consistent with the hypothesis that

positive bTB reactors were heat stressed to the same level as

healthy cows. Thus, this data suggests that the slight depression in milk
yield and lower pregnancy per artificial insemination in skin-test-positive animals

were not related to insufficiency of nutrients.
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The key findings of this study are that a positive tuberculosis test in high milk-
yielding Hosltein cows was associated with 4% reduction in 305-d milk yield and
4.6 percentage points in pregnancy per artificial insemination with no signs of

metabolic stress, according to serum metabolites indicative of adequate nutrition.
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Table 1- Effects of a positive tuberculin skin test on milk yield by parity for high milk-yielding
Holstein cows in a hot environment that calved in 2012 and 2013 and were followed for one

lactation. Values are means * standard deviation.

Variable Control Tuberculosis

Primiparous Pluriparous Primiparous Pluriparous
Number of cows 501 543 62 43
305-d milk yield, kg"®< 8982 + 1199 10882 + 1650 9057 + 1302 10285 + 1501
Peak milk yield, kg*® 42.8+6.6 543+8.4 43.5+59 51.7+7.0
Days to pick milk yield®® 79.2+31.6 69.2+27.4 71.5+27.1 65.5+25.8

AGroup effect (P = 0.08); Bparity effect (P < 0.001); “group x parity interaction (P < 0.05).

Table 2- Effects of a positive tuberculin skin test on reproductive performance for high milk-
yielding Holstein cows in a hot environment that calved in 2012 and 2013 and were followed

for one lactation. Values are means * standard deviation.

Variable Control Tuberculosis
Pregnancy per artificial insemination (%) 20.7 (1019/4922)? 16.1 (88/547)°
Calving-to-pregnancy interval (days) 150 + 77° 154 + 78
Services per pregnancy (pregnant cows) 434 +£2.72° 4.52 +2.94°

2PMeans with different superscript differ (P < 0.05).

46



Table 3- Effects of a positive tuberculin skin test on some serum metabolites for high milk-
yielding Holstein cows at the middle of lactation, in a hot environment that calved in 2012 and

2013. Values are means * standard deviation.

Serum metabolites Control Tuberculosis
Glucose, mg/dl 72.1+3.0 72.0z%2.1
Urea, mg/dl 20.6+3.2 18.0+3.5
Creatinine, mg/dl 1.7+0.4 1.9+0.3
Cholesterol, mg/d| 170.7 £ 51.7 168.8 £ 55.0
Total proteins, mg/d| 57+13 6.0+1.3
Non-esterified fatty acids, mEq/L 0.29+0.06 0.27 £0.06

For all metabolites no differences between groups were detected (P > 0.05).
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