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RESUMEN
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OCADIZ GARCIA, JAVIER, Correlacion de ia Inmunoclectrotrans

ferencia (JET) con la prueba intradérmica de tuberculina PPD do--
ble comparativa;’en el diagndstico de 1a tuberculosis bovina (bajo

la direccién de MANUEL RAMIREZ VALENZUELAJ,

EY principal objetivo de este trabajo fue comparar los resul-
tados entre una prueba seroldgica (IET) con la prueba de tuberculi

na PPD doble comparativa, elaboradas a partir de Mycobacterium bo-

vis y M. avium respectivamente, en el diagndstico de la tuberculo-

sis bovina.

Se inocu]aron,becerrﬁs por yia intravenosa con una cepa de --
campo'deﬂ. bovis: cinco con 1000 ﬁg c/u; cuatro con 500 ﬁg'c/u y
dos énima1es testigos, Se supuso que en respuesta a la infecciéh "
experimental, se producirian anticuerpos que se conjugarﬂan‘con'deg'

‘terminadas bandas antigénicas formadas a partir de la electrotrans-

ferencia del antigeno H37Rvy (ﬂ. tuberculosis) que serfan identifi¢g -
das por su diferente peso molecular (PM) y que caracterizarian la -
infeccion por M. bovis; estas mismas bandas estarian ausentes en las

pruebas con los sueros de los animales testigos.

Los resultados mostraron que las mismas bandas fueron‘identifi'
cadas con los sueros de»1os animales inoculados como con 1os‘de 1os
testigos, aunque con diferente frecuencia; esta frecuencia, sin em-
bargo, no fue tan marcada como para diferenciar los animales inocu-

lados de los testigog,
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Previamente se realizaron revelados con sueros de vacas -
PPD pegativas vs; PPD positivas, y PPD negativas vs, sueros de
vacas con lesiones tuberculosas confirmadas por histopatologfa,
habiéndose obtenido resultados similares a los de los becerros

del experimento,

Debido a los resultados de la IET, no fue posible inferir

su especificidad, pero para la pruéba de tuberculina si se obw
tuvo: la Gltima de tres pkuebas efectuadas en un periodo de ;,‘
127 dias, resultd negativa en los once becerros; a la necropsia
de éstos no se observaron lesiones sugerentes de tuberculosis;

adomds, de todos estos animales se enviaron muestras al labora-

torio de bacterinlogia, habiendo resultado negativas al cuitivo,

Estos resultados le dan a la prueha de tuberculina doble compang‘

tiva, interpretada por criterio estricto, una especificidad del

100%, aunque se considera que el tamafio de la muestra fue peque

fio (once animales).

Se concluye que la IET no fue Gtil en el diagndstico de la

tuberculosis bovina, en comparacion con la prueba de tuberculina

PPD doble comparativa, que resulté altamente especifica,

Adicionalmente se analizaron, en forma retrospectiva, resul

tados de cinco pruebas de tuberculina PPD, doble comparativa, n~

“aplicadas a un hato de vacas lecheras del Yalle de México (donde
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la tuberculosis bovina es enzodtica) durante un periodo de 31 me

ses‘ ’

Se obseryd que el mayor. porcentaje (35%) de animales reacto
res por primera vez, fue en los de 1 afio de edad, disminuyendo -
casi uniformemente hasta los de ié anos,

{

En cuanto a sexo, se encontré que el 9,5% de las hembpas vs.
el 4.8% de los machos (de una poblacién de 147 animales) resulta-
ron positivos a la prueba de tubefcu]ina; esta diferencia no fue

significativa (Xz).

Referente a raza, se formaron 23 parejas por edad, entre las

razas Holstein y Jersey, No se encontrd diferencia significativa

(XZ) en la susceptibilidad a la infeccidon tuberculosa detectada $ "'”

con'la prueba de tuberculina,

- En relacion con el estddo de gestacidn, el‘mayor'pdrtentajé“*
de reaccidn (54%) se obtuvo en las vacas no gestantes (&acﬂasl y ;-"
menos del 10% en cada uno de los 9 meses de géstacidn;  N0 se ens
contrd diferencia significativa entré cada uno de los grupos de «
gestacidn, pero entre cada uno de éstos y el grupo de vacas vactas

se encontrd diferencia altamente significativa (e<=0,01),

Se infiere que en el hato lechero estudiado, donde 1a tubercu



losis boyina es enzodtica, la infeccidn ocurre a temprana edad,
probablemtné antes &e] destete; que Tas hembras son tan suscepe
tibles a la infeccidn como los machos; que no hay diferencia en
Ja susceptibilidad a la infeccidn entre las dos razas estugia-”

das, y que probablemente la gestacidn, sobre todo en el Ultimo

tercio, interfiera con la respuesta a Ta tuberculina,
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OCADIZ GARCIA, JAVIER. Correlaticn between Tmmunoblotting and
Tuberculin PPD Comparative Test in the Diagnosis of Bovine Tubercu-
losis. (Under the direction of MANUEL RAMIREZ VALENZUELA).

The main objective of th%s work was to compare results between
a serological test, immunob]otting (IBT) and the tuberculin PPD .-
comparative test, elaborated of Myéobacterium bovis andjﬂ, avium =

1}

respectively, in the diagnosis of bovine tuberculosis.

Calves were injected I.V, with a field strain of M. bovis: fi-

ve of them with 1000 pg each; four with 500 pg each and two controls.,
It was thought that in response to the experimenta]'1nfection;'anti~

bodies could he produced and conjugated with certain antigenic-pro-

tein bands from the blotting of H37Rv strain of M. tuberculosis.
ThOse bands couid be identified by’their different molecular weights,
thus, characterizing the M. bovis infection. Such bands would be ab-

sent in the tests with the sera of control animals,

Results show that the same bands were identified with the sera -
from both, inoculated and control calves, but with different fréquen- 3
cy. This frequency however, was not enough to discriminate both grqg:

ps of animals.

Previously, immunoblotts were performed with sera fyrom PPD posi-
tive vs, PPD negative cattle, and PPD negative vs. tuberculouse cows

confirmed by histopathology., The results obtained were similar to -



those from the experimental calves.

Due the immunoblott results, it was no possible to do any infe
rence about the specificity of this test; not so for the gubercu1in
test; the last of three tuberculin tests performed in a pericd of
127 days, was negative for‘the eleven calves, No lesions sugesting -
tuberculosis were observed at postmorten examination in the é1even -
calves, Furthermore, tissue samples from all calves were bacteriolo-
gically tested, showing negative cultures; this results give the tu-
berculin PPD comparative test, interpreted‘with strict criterion, a -
specificity of 100%. However, the sample size must be considered -~

small (eleven animals).

In‘conclusion, the jmmunoblott test was no usefull in the diagng
sis of bovine tuberculosis as opposed to the tuberculin PPD comparati

ve test, the results of which were high1y specific,

In addition, results from five tuberculin tests were‘anaiyzed .
retrospectively; such tests were performed during a 31 month'ﬁeriod‘—
on a milking herd ih the Valley of Mexico City, wheré bovine,f tubérég 
lTosis is enzootic, It was observed that the highest perceﬁtage (35)
of first time reactors occured in one year old calves, This_percen- |

tage decreased almost uniformely as age increased,

In relation to sex, it was found that 9.5% of females vs, 4,8% -

of males from a population of 147 animals, were positive to the tu-

ii
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herculin test; this difference was not considered significant (Chi
square), Likewise, no relationship was found between susceptibili
ty to tuberculouse infection and breed, between Holstein and Jersey
breeds; 46 femaies were baireﬁ by age and no significant difference

was detected (Chi square) using the tuberculin PPD comparative test,

In relation to the reproduction state, the highest proportion r

of reactions (54%) was found in the nonéﬁregnant group, and less than

10% in each of the nine pregnant gfoubs formed by month of prEQhancy;&;

No significant difference was detected among the nine -pregnant groups,
however, between each one of these and the non-pregnant'group, the di

fference was highly significative (£=0,01).

It is infered for the herd under study, thatiﬂleinféctﬁon occurs‘
at an early age, probably before weaning; the females are as<susceptif'; f:_}[§'
ble to the infection as the males; there is no difference in‘susceptief'

bility between the two studied breeds and, probably, the pregnancy'é=‘ 

during the last trimester,

iiil

could interfere with the response of the tuberculin test, specially - .
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CORRELACION DE LA INMUHOELECTROTRANSFERENCIA (IET) CON LA PRUEBA
INTRADERMICA DE TUBERCULINA PPD DOBLE COMPARATIVA, EN EL DI AGNOS
TICO DE LA TUBERCULOSIS BOVINA, B

1,  INTRODUCCION

Nos avocamos al estudio de Ta tuberculosis bovina porque de
seamos contribuir al conocimiento de esta enfermedad que afecta
principalmente a la ganaderia 1ech§ra de México y, tamb}én, debi
do al hecho de que hasta ahora se le ha prestddo poca atencidn a

. .

esta importante enfermedad en nuestro pafs. '

Segiin datos de {a Organizaciéﬁ Sanitafia Panamericana (0SP)
(14), México reportd en 1977, una ;érdida.anual debida a 1& tu- .
berculosis bovina, de casi 35.5 mi}lones de ddlares, habiendo si
do 56% mds elevada que Tla de Argenfﬁna que ocupd el segundo Tu--
gar en todo el Continente Americanﬁ en el afio mencionado. Algunos
reportes oficiales que tenemos comb antecedente, son 1os‘siguienél
tes: La Direccién Generai de Sanidad Animal infornd a 1d OSP,.qué
en f974, de 8,313'bovin05 lecheros probados con tubercd1inaiPPD’- :

“intradérmica, 194 resultaron positivos, dando una prevalencia de

reactores de 2.3% (8y. 7

Dds afios mds tafde, en 1976, la misma Direccidn 1nf0rm6 que,-'._f
de 11,700 bovinos 1echeros; 1,508 resultaron positivos, dando una
prevalencia de reactores de 12,9% (9), Esta misma dependencia co-
municé* que utilizando la tuberculina PPD doble comparativa-cerviQ

cal, en los bovinos lecheros de la mayoria de los estados del pais

* M. V. Z, J. Ordufio. Com, pers. 1984,



durante el periodo 1981-1983, se obtuyieron resultades que varia
ron entre 0,4 y 13,7% de.positividad, También se han realizado
reportes de prevalencia esporadicos, entre lTos cuales tenemos --

Tos siquientes:

Galindo Villa y Lloret, citados por Rivera (39) encontraron
en 1969, una prevalencia de reactoras a la ﬁrueba de tuberculina

PPD, de 42,2% en 5,000 vacas lecheras del Distrito Federai.

En una encuesta realizada por'Talavera, de la Fuente y Be~

rruecos en 1973 (45), en 1,175 vac&s Holstein pertenecientes a 6

establos lecheros del Valle de México, encontraron que, dentro -

de un grupo de 12 enfermedades infecciosas consideradas como cau

sa de desecho, 1a tubercylosis constituyd el 55.2%; en otras pala |
bras, mas de la mitad de las vacas que se desecharon por‘enfenng,
dad "infecciosa fue debido a la tuberculosis; los autores mencio-

nan que se diagnosticd la enfermedad por medio de Ta tuberculina.

Durdn (16) en un centro de recria de ganado Holstein en Tepé o

zotldn, Méx.obtuvo una prevalencia de reactores a‘1a pfueba-de‘pg‘
berculina doble comparativa, de 5.2% en el afio de 1979, Con la -
misma prueba, Martinez (31), obtuvo una prevalencia del 58, 61 y
18% en tres hatbs Jecheros del Municipio de Altotonga, Ver., en = .

el afio de 1982,

La tuberculosis bovina es una enfermedad infecciosa croénica,
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causada principalmente por Mycobacterium bovis y en menor propor
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cién por M, avium y M, tuberculosis, Existen numerosos trabajos

que indican que estas tres especies del género Mycobacterium in-
fectan al hombre y a los animales, ya sean domésticos o silves-

tres (1, 13, 17, 24, 30, 34, 40, 44, 52),

La tuberculosis bovina se considera como una zoonosis de ﬁg.

N,
.

portancia en varios paises, existiendo numerosas investigaciones

ey

que indican el aislamiento de M, bovis de pacientes humanos (1,

12, 15, 34, 40),

Ln México son escasos los informes sobre aislamiento de M, -

bovis en humanos, debido a que Ja tipificacidn de bacilos tubercu

losos no es una actividad frecuente, ni siquiera en los laborato-

rios centrales dedicados a manejar muestras provenicntes de anima

les o de humanos (39),

En el cuadro A, se exponen. diversos trabajos de aislamtento

del bacilo bovino de pacientes humanos, realizados en México en =~

~diferentes anos.
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Cuadro A, Tuberculosis humana de origen bhovino en México,

1 —y T SN = L aad ] - -—

AUTORES P4 ANO

Espinoza et aT* | 26,0 (nifios) 1953
T 6,8 (adultos

Olarte y Vergara (36) 26.0 (nifos) 1959
Bojalil y Bastarrachea (7) 0,5 1961
Mendoza** 6.2 1974
Berlanga (%) . 17,0 . 1974
Garcia et al R 1.0 (adultos) 1980

—— g

* Citado por Szyfres (44)
** Citado por Rivera (39)

De 1a informacidn anterior se desprende que la tuberculo--
sis bovina en nuestro pais, es un problema de salud animal que

tiene repercusiones econdmicas y de satud piblica,

1. Antecedes bibliograficos

Por revisidon de la literatura sabemos que no hay una prue-

ba suficientemente confiable para el diagndstico de 1la tubercu1gt-

sis bovina. La prueba de tuberculina, en sus diversas formas de

aplicacion, es la que mas extensamente se ha utilizado para el -
diagndstico de esta enfermedad en los bovinos, sin embargo, los
resultados de su aplicacidn en varias partes del mundo son con-

tradictorios, Por ejemplo, Toida et al (48) indican que a -

———— g

*** Garcia, E, C., Vargas, G. R., Sudrez, M, A., Vazquez, M.V,,-
del Rio, V. J. A, y Orozco, P, L.: Eva1uacién Epidemioldgica
de la tuberculosis Bovina y su Repercusidn en 1a Patologta -
Humana en el Valle de México, 1980, Trabajo no publicado,
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pesar de que la tuberculina PPD (Derivado Proteico Purificado)
se ha usado en todo el mundo como antigeno en la prueba cutdnea
en 10s programas de control de la tuberculosis, estd lejos de

ser un producto homogéneo y consiste en una mezcla compleja de

proteina y polisacdridos,

Haagsma et al (23) en 1982 en Holanda, encontré variacio-
nes en la potencia entre las tuberculinas PPD bovinas,incluso -

en tuberculinas producidas en el mismo Taboratorio,

Suther et al (43) usando tuberculina de origen mamifero y
tuberculina de origeﬁ aviar en forma comparativa, obtuyvieron que
de 193 animales sacrificados, positiVos a la tuberculina, 31 de
ellos estﬁban infectados, dando un porcentaje de sdlo 16% de nn
efectividad, Los autores no indican cgmo comprobaron la infecw

cion,

Moguel et al (32) en 1982 en México, utilizando 1a‘ _pﬁueba‘_-

doble comparativa_cervicai, con tuberculina hovina y‘tUbefculia
na aviar, enviaron al sacrificio 5Q animéles reactofés, de ]oSé
cuales sdlo 6 tenian lesiones sugerentes de tuberculosis, y de

12 animales positivos al cultivo bacterioldgico, en ninguno re~

cuperaron especies patdgenas de Mycobacterium; los autores no -

indican si 1os 6 animales con lesiones estaban incluidos en los

12 positivos al cultivo,

At

oL,
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En una investigacién realizada por Chivez (10) en Cuba en
1983, utilizando la tuberculina PPD de origen bovino en 4985 -
animales, obtuvé 273 reactores de los cuales,a la necropsia,
s61o 30 se observaron con lesiones compatibles con tuberculosis,

resultando 243 (89%) como falsos positivos,

En varias ocasiones se ha reportado que las micobacterias
1lamadas atipicas, tuberculoides o del grupo MBPT (micobacterias
diferentes a las que producen tuberculosis) son responsables de

las reacciones falsas positivas (32, 25).

“Gonzdlez et al (20) mencionan que las micobacterias atipi-
cas, se consideran como causantes de upa sensibilizacién inespe

cifica en los bovinos que son investigados alérgicamente median

te pruebas de tuberculina, como resultado de Tas fracciones anti;_

génicas comunes que tienen estas micobacterias con las micobacte

rias patdgenas con que se elahoran las tuberculinas (M, bovis, M.

avium y M. tuberculosis). Estos autores encontraron al_saC?ifie

cio de .1287 bovinos reactores a las tuberculinas de origen mamf-
fero y aviar, que sélo 117 animales (9%) mostraron lesiones tu-

berculosas.

Vera et al (51) probaron que 9 especies diferentes del géne

ro Mycobacterijum, que se refieren como atipicas, son muy comu--

nes en los pastos y.agua de los bebederos en las granjas. Estas

micobacterias infectan y sensibilizan a los animales para reac-



“cionar a la tuberculina, aunque no produzcan lesiones visibles,

Sanchez y Rossel (41) en un“estudio realizado en Cuba, ais-
laron micobacterias atipicas en el 21% de 928 muestras de heces;.
del 13% de muestras de leche; 39% de 72 muestras de agua de bebe
deros; 61% de 28 muestras‘de hierbas, y 86% de muestras de suelo
y cama, Todas las muestras fueron de hatos libres de tuberculo-
sis, en los cuales se ohtuvieron reacciones a las tubercu]inaé "

PPD de origen bovino y aviar,

Se han obtenido reacciones a la prueba de tuberculina en ga

nado 1ibre de tuberculosis, pero infectado con otros microorganis

mos dcido-resistentes, como Nocardia farcinica (3)

Un problema que se presenta también con el uso de 1la tuberqg

Tina es 1a anergia; ésta se define como la falla de un animal con

evidencias de tuberculosis, en mostrar respuesta a la tubercu]ina 
al tiempo en que se realiza la lectura, Lepper EE.El (29)?revis§;v

ron este problema en 78 vacas tuberculosas: cuarenta y seis (59%),

presentaron sdlo una lesidn y 32 (41%) tuvieron mﬁltﬁples lesio--

nes. Nueve de las vacas anérgicas mostraron tuberculosis genera-

Tizada. Examenes histopatoldgicos de Tesiones de 38 animales mos

traron que la enfermedad estaba en etapa progresiva,

mmre oy o
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A pesar de estos informes poco favorables para la tuberculi

na, al derivado prbteico purificado (PPD) se le considera por -

ahora, el materfa] mis efectivo para ser usado en programas de -
control de tuberculosis, siempre que sea bien controlada y norma
lizada su calidad. Las tuberculinas son productos de uso genera
1izado en Medicina Veterinaria para el diagnéstico de Ta tubercu
losis en los animales, siendo la tuberculina intradérmica el dni
co método de confianza para didgnosticar la enfermedad en 105 bo

vinos (38).

Ivanov, citado por Chdvez (10)considera que ja tubepculina -

es conocida por su gran especificidad, aunque no siempre se obser

ven ‘lesiones macroscopicas en los animales reactores,

La prueba de tuberculina no es perfecta, y su efectividad -

en el campo deberd determinarse usando criterio epidemioldgico; -

- 1o.més importante de este criterio es la sensibilidad (SEN) y 1a

especificidad (ESP). Dado que los niveles de SEN y‘ESP pheden.9

variar en diferentes paises y dreas, es necesario llevar a cabo -

estudios sobre estos factores en la respuesta a la tuberculina, -
en dreas donde se vaya a aplicar de rutina esta prueba, Para es-
tablecer el patrén de SEN y ESP para cualquier prueba de escruti-
nio en particular, es necesario determinar el verdadero estado de
la enfermedad en todos los animales probados, En el caso de la -

tuberculosis bovina,.se puede establecer mediante la necropsia,

— ¢ —— ————— .
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con exdmencs histopatoldgicos y bacterioldégicos de todos los ani

males probados (19).

Debido a que los resultados de la prueba de tuberculina no

son consistentes, ésto ha 1levado a los investigadores a buscar

otras pruebas alternativas, como son las pruebas seroldgicas.
Algunas de estas investigaciones han tenido como base de compara

cidn de sus resultados, a la prueba de tuberculina,

Lepper et al (26) en 1973 en Australia, realizaron un estu-
dio comparativo entre la prueba de floculacidn con bentonita y -
la tuberculina intradérmica, Las conclusiones a las que llega--
ron, fueron de que la prueba de floculacidon con bentonita no era
una prueba eficiente para la deteccidn de ia tubércu]osis en --

Tos bovinos, ya que en un trabajo, el 19% de bovinos reactores a

la tuberculina intradérmica HCSM (Medio Sintético Concentrado por

Calor) fueron positivos a la prueba de floculacién y, en otro el

54%. Concluyen, ademds, que la aplicacidon de la tuberculina au~

menta los resultados de las pruebas seroldgicas como la flocula-

cion, cuando se comparan los resultados con los obtenidos con =~ -

sueros de los mismos animales, antes de la aplicacidon de la tu-

berculina.

Chivez Melo (11) en 1975 en México, investigd la prueba de

fijacidn del complemento (FC) para detectar anticuerpos contra -

i o e,



- 10 -

M. tuberculosis, habiendo concluido que,.los resultados de la --

prueba intradérmica comparativa cervical con PPD, no tuvieron re
lacidn con los obtenidos con 1a prueba FC; ademds, detectaron ma
yor nimero de anticuerpos en los animales que habian recibido --
mas tuberculinizaciones y que, aparentemente, dichos anticuerpos.

fueron estimulados por la tuberculina aplicada.

Thoen et al (46) en 1983 en Estados Unidos, compard la prueba mo
dificada de ELISA yv1a'pruebé intradérmica de tuberculina, ha--
hiendo encontrado los resultados que se muestran en el cuadro B,
Cuadro B. Comparac{én de resultados entre la prueba ELISA wodi
ficada y la tuberculina comparativa cervical en 126

bovinos,

PRUEBA DE
TUBERCULINA COMPARATIVA
CERYICAL
+ - __Total
Positivas 70 33 103
PRUEBA Sospechosas 7 | | 18 -
ELISA Nogativas 3 2 5
Total 80 - 46 126

Los autores indican que la prueba ELISA tuvo éxito en detec
tar 77 (70 positivos mds 7 scspechosos), de los 80 animales posi
tivos a la prueba de tuberculina doble comparativa, y que los =~
33 animales positivos a ELISA y negativos a Ta tuberculina, pro-

bablemente fueron infecciones recientes que aun no se pueden de-



tectar con la tuberculina.

Baskaya (4) en 1983 en Turquia, comparé la prueba de agluti
nacion en placa con la prueba de tuberculina aviar en el diagnds
tico de la infeccidn experimental de aves con M. avium, Lo que
obtuvo fue que 23 de las 25 aves inoculadas, resultaron positi-
vas a la tuberculina; cinco testigos fueron negativos a ambas -
pruebas. Conc]uye.que la prueba de aglutinacién es excelente en
el diagndstico de la infeccidn por M. avium,

Vardaman gg_gl'(SO) en 1964‘en Estados Unidos, compararon -
la prueba de fijacidn del complemento {FC) con Tla tuberculina en

bovinos. Los resultados que obtuvieron indican que la mitad de~

Tos animales en los que se encontraron lesiones tuberculosas post

mortem, y que resultaron positivos a la tuberculina, fueron nega
tivos a la FC, Los autores concluyen que la FC no tiene valor -
en identificar animales infectados, y que tiene poco valor en -

identificar animales adn con lesiones visibles de tuberculosis,

vLepper g&_ii (27) compararon la prueba de inmunof1uofescehf-
cia indirecta (IFA) con la de tuberculina y las 1esionés.postn
mortem. Los resultados indican que el 83% de 141 animales con =
lesiones tuberculosas, fue positivo a la pruéba de tuberculina,
mientras que el 77% fue positivo a 1a IFA, Concluyén que Ta IFA

puede ser de ayuda en el diagndstico de la tuberculosis bovina,
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pero que por si sola no ofrece ninguna ventaja sobre la prueba in-

tradérmica de tuberculina, en el diagndstico de rutina de todas -

las formas de tuberculosis en los bovinos,

En otro estudio realizado por Lepper ct al (28) en 1977 en -
Australia, utilizaron la IFA y la floculacidn con bentonita, en -
la deteccidn de la,infeacién experimental I.V. en 5 becerros con
M, hovis. De un total de 68 sueros muestreados después de la i-

—

noculacién, s6lo 38 (56%) fueron positivos a la IFA, y 30 (44%)

a la floculacidn; sélo 18 (25%) fueron positivos a Tas dos prue-
bas en un tiempo dado, Los autores indican que esta disparidad
probablemente se debe a que cada prueba identifica anticuerpos -

dirigidos contra diferentes componentes del bacilo tuberculoso,

lLas pruebas seroldgicas como fijJacién del complemento, la -

floculacidn con bentonita, hemaglutinacidn pasiva, inmunofluores

cencia indirecta y la de precipitacién en gel entre otras, han -

sido descritas previamente para el diagnéstico de la tuberculo~

sis bovina, Sin embargo, estos métodos no han tenido un uso am-
plio, debido a que se ha informado que tienen reacciones inespé~
cificas en algunos animales, Ademds, se ha informado que, anima
les que han recibido repetidas pruebas de tuberculina intradérmi

ca, pueden desarrollar reacciones seroldgicas que interfieren --

con la interpretaci6n de los resultados de estas pruebas (11, 27,

47),

—
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En relacidén a la prueba IET, no se encontraron referencias so
bre 1a aplicacion de esta prueba para el diagndostico de la tuber

culosis bovina.

2. Justificacion : ;

Debido a que México tiene notificada ante la OSP la preva--
tencia mds alta de tuberculosis bovina, en relacidn con.los demds
paises del Continente'Americaho, yédebido a que en nuestro pais
es escasa la investigacion de esta “importante enfermedad, preten
demos colaborar con este trabajo sdbre una posible alternativa -
de d%agnéStico para la tuberculosis bovina, Esta alternativa es
la IET. Al contar con una prueba ;erb]égica con un porcontaje -
elevado de SEN y ESP para el diagndstico de la tuberculosis ani-
mal, se podrfan utilizar- las mismas muestras de suero para inves
tigar la presencia de anticuerpos circulantes contra otras enfer
medades infecciosas que afectan al ganado bovino. Se podrian, -~
en el futuro, establecer bancos de sueros que sirvieran péfa‘rqgm;
lizar investigaciones epidemioldgicas sobre enfermedédes infeccig__

sas, para tener un conocimiento confiable de la existencia de és-

tas en el ganado,

En este trabajo se realizé también un andlisis retrospectin
vo sobre los resultados de pruebas de tuberculina PPD doble compa

rativa, aplicadas a bovinos de raza lechera, en una granja donde
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la tuberculosis bovina es enzodtica.

Aunque 1asltubercu]1nas elaboradas en México se producen ba-
jo las naormas de produccion del Centro Panamericano de Zoonosis,
con sede en Buenos Aires, Argentina, se desconocen la SEN y la -~
ESP de estos bioldgicos en nuestro pais, por 1o que es importante
determinar estos valores para poder calcular su probabilidad diag

nostica (35).
3. Objetivos

"A) Objetivo terminal
Determinar el valor diagndstico de las pruchas de 1ET y -
de tuberculina PPD doble comparativa, mediante la evaluacidn
de Ta SEN y ESP de ambas pruebas, a la necropsia de los bece

rros del experimento.

 B) Objetivos intermedios

a) Observar diferencias, si es que existen, en la cantidad

de bandas antigénicas en los revelados de la IET, a medida
que avancen los muestreos seroldgicos en los becerros del -

experimento.

b) Se buscardn diferencias en la frecuencia de bandas antiw
[}

génicas, reveladas por la IET, entre los sueros de vacas tu

berculosas, vacas PPD positivas y PPD negativas.

I
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c¢) Determinar si la prueba de tuberculina es capaz de iden-
tificar la infeccidn experimental, tan temprano como a los

21 dfias.

d) Se observardn probables diferencias en las respuestas a

R s O N

dos diferentes dosis de inoculaci6n de M. bovis: 500 y 1000 ug,

i
'

detectadas por las dos pruebas,

f

e) Se evaluardn las posibles diferencias en la temperatura -
corporal de Tos becerros, antes y después de la inoculacifn

con M. bovis,

i

f) Se comparardn las posibles diferencias en el peso corpo-
ral de los.3 grupos de becerros del experimento, en‘el‘trang

curso del misnmo.

hg) Analizar retrospectivamente pruebas de tuberculina, éfeg

_tuadas durante 31 meses en el hato lechero de Ta UACh donde. ..

la tuberculosis bovina-es enzodtica, para conocer qué grupo
de edad; sexo, raza y estado fisioldgico, presenta el mayor
porcentaje de reactividad a la tuberculina PPD, doble compa

rativa cervical,

4, Hipdtesis

a) La SEN y ESP de la IET, son mayores, en porcentaje,
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que los valores de la prueba de tuberculina, cuande se com

paran los resultados con los hallazgos post-mortem de los

becerros del experimento,

b) Hay mayor cantidad de bandas antigénicas en el revelado
de los sueros de los G1timos muestreos que de los primeros,

en los animales del experimento,

c) Se encuentran diferencias en la frecuencia de bandas an-

tigénicas, reveladas por la IET, entre los sueros de vacas

tuberculosas, vacas PPD positivas y PPD negativas,

d) La prueba de tuberculina es capaz de identificar la in-
feccion experimental de M, bovis a los 21 dias,

e) Se observan diferencias en las respuestas a las dos don
sis de indculo de M. bovis; 500 y 1000 ug, por las dos prue

bas,

f) Se presentan diferencias en la temperatura corporal de =

los becerros, antes y después de la inoculacion,

g) Se observan diferencias significativas en la ganancia -
y/o pérdida de peso corporal entre los tres grupos de bece

rros del experimento,
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IT. MATERIALES Y METODOS

1) Animales para el experimento,

En la granja experimental de 1a Universidad Auténoma Chapin

go (UACh) que se encuentra localizada al Noreste del Valle de Mé

xico, se inocularon becerros de raza Holstein, con una cepa de -

-

M. bovis.

t—

E1 criterio de inclusion de Tos becerros al experimento fue:

a) Sexo (que fueran machos)

b) édad (entre 4 y 6 meses)

c) No reactores (que fueran-negativos a la prueba
de tubercul?na PPD intradérmica doble compara-

tiva).

Bajo este criterio, se obtuvieron 12 animales, los cuales -

se asignaron en forma sistemdtica, por orden de nacimiento, como

sigue:
1, Becerro H 5 Testigo
2., " H16 Testigo
Fﬁ. o H24 SOO ug'de M, Eéliiu
4. " H29_1000 ug de M, bovis

5. " H31 500 " {] ]}

6. " H37 1000 '

7. i, qu 500 "ot It 1%
8 . 1 ' H41 1000 LU 1 1} ]
g' n H46 500 LI ] it 1

10, " H52.1000
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11, Becerro H56 500 ug de M, bovis
12. . H58 1000 * " "
Las dosis utilizadas (500 y 1000 ug) fueron determinadas -

por nefelometria, y fueron diluidas en 1 m1 de solucidn salina

fisioldgica (s.s.f.) cada una., La cepa de M. bovis empleada -
se habia aislado meses antes de un caso bovino en el Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria (F.M.V.
Z.) de la Universidad Nacional Auténoma de México (U.N.A.M,y.

La inoculacién fue por via intravenosa (I.V.). A los animales -~
testigosse les inyeété 1 ml de s.s.f. I.V. a cada uno, al mismo

tiempo de la inoculacidn a los demds becerros,

Después de la inyeccidn, los animales testigos fueron aloja
dos en una corraleta con piso de cemento, y los inoculados se -
destinaron a un corral con piso de tierra; ambos alojamientos ~-

distantes entre si (i 100 m) y aislados del resto del hato.

. - |
A 11 becerros se les registré la temperatura corporal ca-

da 24 horas por via rectal y después de 12 a 14 horas de ayuno;

el registro se 1levé a cabo desde tres dfas antes de 1§.inocu1ae 

cidn y hasta 20 dias después de la misma,

E1 peso corporal de los 11 animales se registrf en tres oca

ciones: la primera se realizé horas antes de la inoculacidn;

. |
Murié el H56 quince dias después de la inocuylacidn inicial.



15 segunda pesada se ofectud a Ta mitad del experimento, 64 dias
después, v Ta dltima a los 127 dias después de Ta iaoculacion,
Siempire se pesavon después de 12-14 horas de ayuno, E7 peso cor
poral se analizd por medio de andlisis de correlacidn, con prue-

ba de Tuckey y prueba de Duncan,

Setenta y siete dias despuds de 1a primera inoculacidn se -
efectud una reinoculacidn con Ta misma cepa de M, bovis, repitién

ot Tk A

doles las dosis a los mismos animales, .

Después de la primera inoculacidn, se les tomaron nuestras
de 5 m1 de sangre a los 1l becerros en 11 ocasiones, con interva

los de 10 a 12 dias, para obtener alicuotas de 0.5 1 de suero.

A los 11 becerros se les practicaron 3 pruebas de tubercul{-

na PPD doble comparativa cervical, a Tos 21, 67 y 127 dias des~~

pués de la primera inoculacidn,

2) Para la prucba IET.

l.a IET se 1levd a cabo en el Laboratorijo de Inmunologfa'deT
Instituto de Investigaciones Biomédicas de 1a U,N.A M, Para la
IET se siguieron las técnicas descritas por Gooderham (22), -

Towhin (49) y Bers (5),

RUP
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En este trabaje, la IET consistid, a grandes rasgos, en la

—

electroforesis de 400 mg de antigeno H37Rv (M, ;uQercu]osis)len
geles de poliacrilamida, y al término de ésta, las bandas de pro
tefnas antigénicas dispersas en el gel (debido a su diferente pe
so molecular) se transfirieron a membranas de nitrocelulosa cor-
tadas a una medida de 14 x 11 cm, Posteriormente, cada membrana
se cortd en tiras de 4 mm de ancho x 11 cm de largo, y cada una
de éstas se incubd, en tubos de ensaye, con una alficuota dg 0.5
ml de suerc bovino que se deseaba investigar si contenfa anti-~
cuerpos contra M. bovis. En este trabajo se utilizd como segundo
anticuerpo un reactivo (1:400) ant‘i.-IgG2 para detectar la molécu
1a cqnp]eta (Ig G1 e Ig Gz) del suero bovino, Al final de este
proceso, se revelaron las bandas de las tiras3, para hacer visin-

bles las proteinas antigénicas que reaccionaban con los anticuer-

pos (IgG) originados por la infeccidn de micobacterias ecn los bo-

“vinos,

Fueron analizados mediante la IET los sueros provenientes de
los becerros inoculados experimentalmente, as? como los de grupos
de vacas PPD negativas, PPD positivas y vacas con Tesiones tuber~ .

culosas confirmadas por histopatologfa,

Y No hubo disponible M. bovis.

r—p e ey

SIGMA Chemical Co. P.0, Box 14508, St, Louis MO 63178 U, S.A.

3 .. .
Formula para el revelado:
30 mg de 4-Orto-1-Cloronaftol,
10 m1  de alcohol metilico y
50 m1 de Buffer (PBS Sol, 17)
50 w1 de Perdxido de Hidrégeno Q.P,
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3) Andlisis retrospectivo de pruebas de tuberculina.

Complementariamente, y en funcion de la IET, se aralizaron re
sultados de 147 pruebas de tuberculina PPD doble comparativa cervi
cal, interpretada con c¢riterio estricto, en bovinos de 5 a 25 meses
de edad, de ambos sexos, en los que no estaban comprendidas hembras
gestantes. Al mismo tiempo se analizaron los resultados de 808 --
pruebas de tuberculina, con las mismas caracteristicas del grupo -
anterior, pero practicadas a vacas lecheras en produccidn, Estas =
808 pruebas se efectuaron en cinco periodos, en el mismo hato leche
ro, durante un periodo de 31 meses. En este hato la tuberculosis -

bovina es enzodtica,

En el hato lechero citado, se utilizaron las tuberculinas ela
boradas en México por la Productora Nacional de Bioldgicos Yeteri-

narios (PRONABIVE), La tuberculina PPD de ﬂ} bovis es elaborada -

en una concentracion de 50,000 U.I./hl (5,000 U.I./0.1 ml ) y la

"PPD elaborada a partir de M. avium, con 25,000 U.I/h1. (2,500 U.I;.

/0.1 m1),

La prueba de tuberculina se ﬁabfahreélézado en fodos'IOS §a§- 
S0S, como prueba intradérmica doble comparativa* en la'reg56n ¢gg
vical de los bovinos, inyectando 0.01 m1 de cada tuberculina y -
efectuando la lectura despuds de 72 horas de su ap]icacién.l La evg

* Si la medicidn con el vernier registra 2 mm, o mids en la reaccidn
a la bovina en comparacién con la aviar, se considera positiva {+);
si la diferencia es de 1 mm se considera como sospechosa (S), y si
la diferencia es de 2 mm, o mds a favor de la aviar, se considera --
negativa a tuberculosis bovina, pero positiva a la infeccidon con mi-
cobacterias diferentes a M. bovis como por ejemplo, al complejo MAIS
(M. avium-M. intracellulare-M. scrofulaceum) o micobacterias del -
grupo MOPT (MY, Si o hay Yeaccidn a ninguna de las dos tuberculi-
nas, entonces se considera negativa, ‘ '
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luacién fue con criterio estricto, seglin 1o recomendado por la -

Campafia Contra la Tuberculosis Bovina en México (38},

La susceptibilidad a la infeccidn tuberculosa, de las razas
Holstein y Jersey, se analiz6é mediante Ta prueba de Chi -

cuadrada (Xz) para significancia,

En un rastro del Estado de México se muestrearon ganglios -
mediastinicos y sangre de vacas sospechosas de tener tuberculosis,

Los ganglios se remitieron al Laboratorio de Patologia de la wn

F.M,V.Z. para su estudio y, después de obtener los sueros, se di-

vidieron en alicuotas de 0,5 m1 y se mantuvieron a -20°C en e] =

b
A

laboratorio de Inmuno]ogia del Instituto de Investigacjones Biomé

D

dicas pafa analizarlos mediante la IET, Los sueros de vacas PPD
negativas y PPD positivas, se obtuvieron del hato lechero de la -

UACH,



s rr————— - e e

S et e — A i
L

111, RESULTADOS

1) De los becerros inoculados,

En relacidn con la IET, en la fotografia 1, (pig.68) se expo
nen 6 de los 11 muestreos serolfgicos que se realizaron durante -
el experimento. Se excluyeron los muestreos 2, 3, 5 y 6, con la
finalidad de observar mayores diferencias en estos lapsos de tiem
po. Se puede observar que la banda de 24 Kd claramente va apare-
ciendo mds marcada en los tres o cuatro Gltimos muestreos de los

cinco becerros inoculadescon la dosis de 1000 ug,

Las tres primeras tiras que se muestran en el lado izquierdo
de la fotografia (A, B y C) corresponden a sueros de becerros re-
cién'nacidos, y como se puede ver, muestran menos bandas antigéni
cas ‘que los becerros testigos del experimento (tiras D y E). Es

de notarse, que uno de los 2 becerros testigos, el HS que corres-

ponde a la tira D, resultd consistentemente positivo a la tubercu

ke ‘
Tina aviar (MDPT) y sin embargo, se observan menos bandas antigé

nicas y menos marcadas que las que se observan del suero del otro

becerro testigo (H16) que corresponde a la tira E, el«cualireSu1-~nl

td negativo en las tres tuberculinizaciones postinoculacidn (ver

cuadro 1 (pdg. 55).

.

En la fotografia se puede observar también que las bandas de

67, 66, 34 y 32 Kd (a, b, ¢, d, de la grdfica 1) se encuentran -
casi en todos los muestreos de los animales inoculados y en los -

sueros de los becerros no inoculados,

MDPT=Micobacterias diferentes a las que producen tuberculosis,
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lLa grdfica 1 (pdg.69) expone la frecuencia de aparicifn de
las bandas antigénicas, obtenidas de los becerros del experimento

en 6 muestreos postinoculacidon intravenosa de 1000 ug de M. bovis.

Como se puede observar en la grafica, la banda de 22 Kd apa-
recid en forma exclusiva en el 23%jde los animales inoculados y -
no en los testigos. De las Bandas;restantes, s6lo Jas ae 46 y ~
48 Kd tienen una diferencia mds gcéntuada entre animales inocula-
dos y los testigos: la de 46 Kd apareci6 en el 70% de los becerros
inoculados, contra 20% en los testigos y la de 48 Kd, que 1a mos-
traron el 50% de 105 inoculados, se detecté en el 20% de 1os tes-
tigds. Todas las demds bandas no ﬁienen una marcada difgrencia "

i

entre los dos grupos de becerros.

En el cuadro 1 se muestran los resultados ohtenidos a 1a e
prueba comparativa de PPD, en los becerros inoculados experimen-

talmente. Los becerros testigos (H5 y H16) consistentemente re-

sultaron negativos a Ta PPD bovina en las tres pruebas postinocu =~

~lacion. E1 becerro H56 murié a los 15 dias de la inocU]acién;'g.
por una infeccién diarréica; las muestras que se‘Te tomaron besul;
taron negativas a tuberculosis, Como se puede observar en e1 cua
dro 1, a 1a prueba realizada 21 dfas después de Ta inoculacién,
3 (H37, H52, H58) de los 5 becerros inoculados con 1000 ng de M,

bovis (60%) mostraron reaccidn sospechosa a la prueba intradérmi -

ca, y s6lo 1 inoculado con 500 pg (H24) mostrd la misma reaccidn

sospechosa (25%),



Para 1a sequnda prucba intradérmica practicada a los 67 dfas
de l1a inoculacién, 3 de los becerros inoculados con 1000 ng resul
taron francamente positivos (H41, H52 y H58) y otro (H29) reaccio

né como sospechoso a la PPD bovina (25%), o

Se les repitié la inoculacidn é los becerros, 77 dfés des-~
pués de la primera con la misma cepa y con las mismas dosis a los
mismos animales, de tal manera que ;e esperaba ver el auhento en
la respuesta que tendria esta repeticién en las bandas detectadas

por 1a IET y la respuesta a una terFera prueha de tuberculina 50

dias después, ?

Para Ta tercera prucha de tube}cu]ina practicada, el 100% de
los becerros inoculados resulté negativo y a la necropsia de los
animales- efectuada 10 dfas después de esta prueba, no se-obserVa«

ron lesiones compatibles con tuberculosis en ganglios ni en drga-

nos; de todas formas se tomaron muestras para bacteriologia, harn

biendo resuitado negativas al cultivo,

En el cuadro 2 se observa la diferencia en la ganancia de pe

so entre los tres grupos de animales del experimento, Esta dife~
rencia resulté significativa entre los 3 grupos en las 2 pesadas

postinoculacién {e<=0,05),

La grdfica 2 (pdq.70) esquematiza esta relacién,



Respecto a la temperatura corporal de Tos becerros del expe
rimento, las mediciones se realizaron hasta 20 dias después de -
la.primera inoculacidn y luego se suspendieron, debido a que no
se observo ninguna diferencia con la temperatura de los becerros

antes de la inoculacién,

Después de la reinoculacibn, se volvio a tomar Ta temperatu
ra en las condiciones descritas, durante 10 dias, no habiendo en
contrado diferencias con las temperaturas previas a la reinocula

cion.

2) De la prueba IET en vacas PPD(—), PPD(+) y vacas tubercus

losas.

En la primera prueba realizada con la IET, se analizaron 21
sueros de vacas PPD negativas vs, 71 sueros de vacas PPD positin

vas (ver grdfica 3). Cada banda que se muestra en la gréfica es

td identificada por su peso molecular (P,M.) expresado en,kilodalL

tones (Kd). Se puede observar que la banda de 24 Kd, se obtuvo -
en el 55% de 1os'suerbs PPD positivos, contra una frecuencia apro

ximada de 9% en los PPD negativos.

La banda de 28 Kd, aparece en forma excfusiva para los sue-

ros positivos, pero con una frecuencia baja (15%) .

Otras bandas que mostraron diferencias en su frecuencia entre

. U R
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las vacas PPD positivas y las PPD negativas, fueron las de 37, -
60, 71, 73, 82, 83 y 85 Kd, En la grdfica se observan 4 bandas

(67, 66, 34 y 32 Kd), que se revelaron con un patrén semejante -
en todos los grupos muestreados, Estas bandas estdn seialadas -

con Tas letras a, b, c, d,

Eﬁ la grifica 4 (pdg,72) se exponen las mismas bandas de Tos
sueros de las 21 vacas PPD negativas, de la grdfica 3, pero ahora
comparando su frecuencia, contra la de las bandas obtenidas con -
los sueros de 27 vacas tuberculosas, confirmadas por histopatolo~

gia. Se puede observar que la banda de 24 Kd aparecid en el 30%

- de las vacas tuberculosas como se observa en la grdfica, en compa

racion con el 9% de las PPD negativas. La banda de 28 Kd, volvid

~a aparecer en forma exclusiva en los sueros de las vacas tubercu-

losas, pero sO0lo en el 4% de ellas,

De las otras bandas que aparecieron con una diferencia en su

frecuencia, qUe se exponen en la grdafica 3, la de 37 Kd dismindy6 H

su frecuencia de aparicidn del 45% en las vacas PPD positivas, al N

7% en las tuberculosas; 1o mismo sucedid con la banda de 53 Kd,.n'

que de 70% bajoé a 27% en las tuberculosas,

Por el contrario, la banda de 60 Kd que aparecié en el 27% -
de 1as PPD positivas, se mostrd en el 35% de las tuberculosas. -

Las bandas de 71 y 73 Kd, que mostraron diferencia en su frecuen-
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"cia a favor de las PPD positivas, (Grdfica 3) aparccieron en las

vacas tuberculosas con una frecuencia casi igual de baja que en
las PPD negativas (Grdfica 4), Por Gltimo, las bandas de 82, -~

83 y 85 Kd que aparecieron en el 44, 60 y 70% de los animales n-~

PPD positivos respectivamente, se mostraron con una frecuencia -

mds baja (las de 82 y 85 Kd) que las de vacas PPD negativas, co-
mo se puede ver en la grdfica 4, En esta dltima grafica, apare-
cen dos pares de bandas (a-b y c~d) con un P,M, correspondiente

de 67, 66, 34 y 32 Kd. Estas dos dltimas bandas (34 y 32 Kd) --
aparecen con una frécuencia de mds del 90%, tanto en las PPD pPo=
sitivas como en las fuberculosas;‘no as{ las de 67 y 66 Kd, las

que aumentaron de 53 y 44% de las PPD positivas a 93 y 89% de las

vacas tuberculosas, La frecuencia de las mismas bandas de los -

sueros de las vacas PPD negativas, fueron de 61, 52, 62 y 72% pa

ra las bandas a, b, ¢ y d respectivamente,

La banda de 55 Kd, aparecié en las 2 grdficas con un porcen
taje muy parecido: 86 y 88%, Desafortunadaménte, también apare-
ce en un porcentaje elevado de las PPD negativas (77%), por lo -

~que no es Gtil en la diferenciacidn entre las vacas supuestamen

te sanas y las enfermas de tuberculosis,

3. Del analisis retrospectivo de las pfuebas de tuberculina,

Se analizaron los resultados de 147 tuberculinizaciones apli

cadas a 42 machos de raza ltechera, que tenian una edad entre 5 y 25



T

‘meses, y a 105 hembras de la misma edad pero que aun no estaban

gestantes, Se registraron las reacciones a las dos tuberculi--
nas y los resultados se pueden observar en los cuadros 3 a 5 --
(pdgs.57-58). EI1 cuadro 6 (pdg.58) resume los datos contenidos

en los tres cuadros precedentes,

Se analizaron también los resultados de 808 tuberculiniza--
ciones practicadas‘a vacas en produccidn, agrupadas por afo de -
nacimiento. Los resultados se exponen en los cuadros 7 a 13 -~
(pdgs.59-65), Estos muestran la prevalencia momentdnea, la inci
dencia y 1la preva]enﬁia para el beriodo compfendido entre la pri

mera y la dltima prueba, efectuadas en cada grupo de edad,

E1 cuadro 14, muestra la reactividad a la tuberculina PPD,-

de 46 hembras bovinas de las razas Holstein y Jefsey, pareadas -

por edad, de todas las edades disponibles en la granja de-la'UAChy

La proporcién de reactoras de la raza Holstein fue de 48% -

(11[25), y para la Jersey de 39% (9/23). Los resultados se ana~

lizaron mediante la prucba de Chi cuadrada (XZ), para ver si ha-
bia diferencia significativa en cuanto a la susceptibiTidad,a‘la

infeccion tuberculosa, pero no se encontré significancia,

E1 cuadro 15 muestra las proporciones de vacas que resulta-
ron positivas, sospechosas y negativas a la prueba de tuberculi -

na, en relacién con su estado reproductivo: G1-G9 indican Tos me

e e e e
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ses de gestacidn que tenfan las vacas al momento de hacerles la
prueba, Los resultados se muestran también en la grdfica 5, don
de se observa que_e1 54% de las reactoras se encontraban no ges-
tantes y las reacciones restantes (46%) se repartieron en un por
cehtaje menor al 10%, en cada grupo de gestacién,

'

La edad que tenfan los anima]és al momento en que resultaron
positivos por primera vez a la tuberculina, se expone en la grdfi
ca 6 (pdg.74)., EI mayor porcentaje de reaccifn (36%) se observé
en los becerros de 1 afio de edad, hisminuyendo gradualmente confor

me avanzaba Ta misma,

Coe man

P
!
i
A
g
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1V, DISCUSION

La fotografia 1 que sirvié de base para elaborar la grdfi-
ca 1, estd tomada directamente de las tiras de membrana nitroce-
Tulosa y muestra las bandas reveladas de los sueros de 6 muestreos
postinoculacidn de 1000 g de M, bovis en 5 de los becervos del -
experimento, como se menciond anteriormente, En revelados pre--
vios, se observd que no habia diferencia en las bandas obtenidas
de los sueros de los 4 becerros inoculados con la dosis de‘500 ug,
cuando se compararon con aquéllos, por lo que, en ahorro de espa-

cio, no se tomaron en consideracin,

De todas las bandas que se observan en la fotografia 1, la -
de PM mds bajo (22 Kd) apareci6 en las tiras correspondientes a -
Tos G1timos muestreos de Tos becerros inoculados y no en los tes-

tigos;sin embargo, su aparicidn no es muy marcada, sugiriendo con

. sto que se trata de un antigeno débil,

La banda de 24 Kd, aparece bien definida sobre todo en 165 n

2 6 3 ditimos muestreos de los 5 becerros inocuTados,'perOrla‘phg‘:-
sencia‘de esta banda antigénica en las tiras de los becerros no .

inoculados, invalida la posibilidad de su consideracidn para el_w‘

diagndstico. Tamhién se puede observar, que las tiras corréspon-
dientés a los becerros no incculados, huestrah aproximadamente la
misma cantidad y definicion de bandas que las tiras de los bece--
rros inoculados, lo que sugiere que se trata de anticuerpos origi
nados por infeccionés de micobacterias no patdgenas (MDPT), ya -

que a la necropsia de los becerros no se encontraron lesiones su-
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gerentes de tuberculosis. Esto indica también, que la IET no fue
capaz, en nuestro trabajo, de identificar cambios en el nivel de
inmunoglobulinas G a través del tiempo, ni como consecuencia de -
la reinoculacion. A pesar de que los becerros estaban confinados,
se puede observar toda la serie de antfgenos detectados por los -
anticuerpos de los becerros inoculadns asi como de los no inocu-
lados. Esto sugiere, en ausencia de lesiones tuberculosas, que
las micobacterias no patdgenas son capaces de sensibilizar a los
animales y producir anticuerpos que confunden y dificultan el -~

diagndstico seroldgico de la tuberculosis.
g G

En este sistema (IET) se utilizd como segundo anticuerpo, -
anti-IgG bovina, que reacciona con la molécula completa (IgGI e
IQGZ) de esta inmunoglobulina en los bovinos, y por esta razén
tal vez se hubiera Tograde una mejor identificacién de bandas e~
'usando para la electroforesis, una ceﬁa de M, bovis en vez de:1a

ey ety . g

H37Rv de M. tuberculosis utilizada; s6lo que Ivanyi gi‘gl.(24_a)l

en trabajos que han realizado con anticuerpcs monoclonales en fﬂ o
glaterra, han demostrado que no hay diferencias antigénicas nota

bles entre M. tuberculosis H37Rv, M, bovis y M, africanum y que

A A et Bt e o]

“inclusive se pueden agrupar entre sf.

Respecto a la IET, efectuada con los suercs de las vacas de
Ta UACh, el 5%% de las vacas PPD(+) mostraron anticuerpos contra

la banda antigénica de 24 Kd, sin embargo, el 9% de las vacas PPD(-)

et e
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tambidn mostraron anticuerpos contra el miswo antfgeno (ver grdfi
ca 3), Lo anterijor significa que esta banda, a pesar de tenef -
una diferencia mayor entre PPD(+) y PPD(~), no es Gtil per se para
el diagndstico de la tuberculosis bovina, y la banda de 28 Kd, por
su haja frecuencia en las vacas PPD(+) (15%), tampoco se considera

atil para la identificacidn clinica de Ta enfermedad,

De toda la gama de antigenos revelados por la IET, como se w-
puede observar en la grdfica 3, las bandas que obtuvieron diferen-
cias en su frecuencia entre animales PPD(+) y PPD(~) son las de PM
de 37, 53, 60, 71, 73, 82, 83 y 85 Kd. La presencia de estas ban-

das demuestra la existencia de un mosaico antigénico por parte de

Mycobacterium, y en un trabajo futuro no serfa prdctica la purifin

cacién de ninguno de estos antigenos, puesto que no caracterizan -

la infeccidn tuberculosa con una alta frecuencia, Resultados seme

jantes encontré Ivanyi en Inglaterra en 1987, en la poblacidn huma

. *
na con la misma técnica .

En donde se podrfa esperar una definicidn mds clara, seria en

la comparacidn de las vacas PPD(~) con las vacas con tubercuiosis :

confirmada por histopatojogfa {gréfica 4); sin embargo, la frecuen

* : . - | ‘
Ivanyi, J. Dept. of Exv, Imm. The Wellcome Res. Labs, Beckenham,

Rent, U,K. Investigacidn por publicarse,

N b o s,
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cia de las bandas de las vacas PPD(+) sc nulificaron en las vacas
con lesiones tuberculosas: la nica que persistid fue la de 24 Kd,
aunqgue con una frecuencia mds baja (30%), siendo menor que en las
PPD(+)., Este suceso probablemente se deba al hecho de que las va
cas PPD(+) fueron de un solo hato, mientras que las vacas con le~
siones tuberculosas provenfan de diferentes zonas del Valle de -
México; ésto sugiere que las micobacterias estdn ampliamente di--
fundidas en el valle y que probabiemente hay diferencias en el -~

grado de exposicidn entre las vacas,

En la grafica 4 se}observa que no hay una banda antigénica -
que pudiera, por su frecuencia, caracterizar la enfermedad en los
bovinos. Las bandas de 35, 43, 60, 69 y 70 Kd, aunque tienen di-
ferencias en su frecuencia a favor de las vacas tuberculosas, no

son suficientemente altas,

La grdfica 4 muestra también cuatro bandas (a, b, ¢, d) que
aparecen con un patrdén semejante en todos los revelados de sue--
ros positivos y negativos, y por lo tanto se descartan para el -

diagnéstico,

Una de Tas hip6tesis planteadas en este trabajo, fue qﬁe se
encontrarian diferencias en la dosis-réspuesta.y que serfan de-
tectadas por ambas pruebas (la tuberculina y la IET) en Tos bece
rros inoculados experimentalmente, Lo anterior resulté claro pa

ra la prueba de tuberculina, como se puede observar en el cuadro
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1 (pdg.55), donde se nota que 4 de Tos 5 becerros inoculados con
la dosis de 1000 ug (80%) reaccionaron con la tuberculina de ori
gen bovino, en la seqgunda prueba realizada 67 dfas después de la
primera inoculacidn, mientras que sdlo 1 de los 4 becerros inocu-
lados con 500 ug (25%) reacciond con el mismo bioldgico en Ta mis

ma segunda prueba,

Se les prdctico una tercera prueba de tuberculina a los bece
rros 60 dias después de la seqgunda prueba y los resultados fueron.
opuestos a lo que se esperaba; el 100% de los becerros reinoculan
dos resuitdé negativo a la prueba; ésta se compard con la necrop--

sia.y los resultados del cuitivo, habiendo sido ambos negativos,

Estos resultados sugieren que, probablemente la primera inos
culacidn de M. bovis, aparte de sensibilizar a los becerros, les.

confirid cierta inmunidad, l1a cual fue suficiente como para eli-

minar al M. bovis reinoculado 67 dias después. A este respecto,

Youmans (53) textualmente indica que "desde hace mucho se recong

ce que una vez que los animales son infectados con bacilo tubercu

loso, se vuelven mucho mds resistentes a la reinfeccidén. Ademds,
Tos animales, incluyendo el hombre, que son vacunados con bacilos .
vivos de cepas atenuadas, como la BCG o la H37Ra, adquieren una -

mayor resistencia a la infeccién., [ste estado de inmunidad acti-

va adquirida, se caracteriza no s6lo por un aumento en la capaci-

dad de los macrofagos para destruir hacilos tuberculosos, sino -

S

[ S
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también por el desarrollo por parte de estas c&lulas de una habi-

lidad de inhibir la multiplicacién intracelular de este pardsito",

Las siguientes razones nos sugieren que la cepa que se utili

zG para la inoculacidn de los becerros en este trabajo, sc compor

i

tdé probablemente como una cepa atenyada:

|

12 Se habia aislado 1 afio antes de un becerro con lesiones

tuberculosas, y se habia resembrado.varias veces,
i
22 Las dosis inoculadas 1000 y 500 ug fueron utilizadas pre
viamente por De Lisle y Col, en Nueva Zelandia, para inocular ve-

nados con una wepa de M. bovis aislada de un caso bovino. En to-

L T TLer e O

dos los casos, los venados murieron por tuberculosis entre los 20

y 30 dias posteriores a la inoculacifn, a pesar de que, al momenn~

to de la inyeccién intravenosa, los venados tenfan un peso corpo-
ral equiparable con los becerros de nuestro trabajo, los cuales -

también fueron inoculados por la misma via, En relacién con 8sto_

G)timo, se puede pensar en una prohahle mayor susceptibilidad de

los venados al bacilo bovino, pero fuera de &sto, lo que probab]g

mente ocurrid en nuestro trabajo, fue que nuestra cepa se compor-
té como una cepa vacunal, atenuada por las diferentes resiembras,

ya que Ta cantidad inyectada sensibilizé al 80% de Tos becerros - .

inoculados, pero no produjo ninguna lesién en ellos. Aunque con-

sideramos que el tamafio de la muestra fue pequefio en nuestro tra
: L aaad

e s g e e



bajo (11 becerros) de tudus wuuus 13 especifidad obtenida por la
tuberculina en la tercera prueba fue del 1007 coincidiendo con -
la opinidn de Ivanov, citado por Chdvez (10) en que la tuberculi-

na PPD se reconace por su gran especificidad, -

Respecto a 1a temperatura coréoral de los becerros del expe
rimento, no se observd ningin cambjo en los valores pre’o postino
culacién. Este hecho apoya la suposicidn de que Ta cep; inocula-
da estaba atenuada y/o de que las dosis utilizadas no fueron sufi
cientes como para producir alteraciones en la temperatura; o bien

i |
pudo haberse presentado alguna elevacidn leve pocas horas después
de 1a inoculacion, la cual desaparecid antes de las 24 hs. cuando

se realizé Ta primera medicidn postinoculacidn, ' |

Aparte de observarse el efecto de la dosis-respuesta en la -
prueba de tuberculina, se observé también en el paeso corporal de

los becerros (Cuadro 2) (pdg.56). Cowo se puede ver eh Ta grafi-

ca 2 {pdg,71) 1las tres mediciones se efectuaron con intervalos «» SERATT AR

de tiempo semejantes: 64 y 63 dfas, | | e e
De acuerdo a la grdfica 2, la reinoculacidn tuvo un efecto |

mds marcado en los becerros inoculados con 500 pg, Como se men=

ciond en los resultados, se encontrd significancia estadistica - |

(=¢=0,05) entre los grupos inoculados en relacidn con los becerras

control en las dos mediciones post-inoculacidn,
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Respecto al andlisis retrospectivo de las pruebas de tubercu

lina, tenemos que, de acuerdo con Francis (19), la sensibilizacibn

por M, avium, M, paratuberculosis y muchos otros bacilos del grupo

ey

(Bl Bt S S

MDPT, puede ser detectada por la tuberculina de M, avium, mds que

por la tuberculina de M. tuberculosis o M. bovis, y esta diferen-

cia sirve de base para realizar la prueba doble comparativa,

En el cuadro 3, se observa que en los becerros de ambos S@rmm -
x0s, y en los dos grupos-de edad, Tas reacciones se presentaron -
Gnicamente en el sitio de aplicacidn de la tuberculina de origen
aviar; reaccionaron 9 de.48 animales (19%), Grange (21} indica -
a su-vez, que las micobacterias tienen varios tipos de antigenos
citopldasmicos, dos de los cuales son:

a) Los que pertenecen a las micobacterias de ripido

desarrollo y también al género MNocardia y,

W oy g

h) Los que pertenecen a las micobacterias de lento

desarrollo,

.- -

Es posible que en la granja, donde la tuberculosis boyina es

| . |
enzodtica, demostrada por cultivo , los hecerros menores de 1 afio,

se infecten temprano con micobacterias patlgenas ast como con las

del grupo MDPT.

*
Garcia, E. C.; Vargas, G, R.3 Sudrez, M. A,; Vdzquez M, V., Del

Rio, Y. J. A. y Grozco, P. L. Evaluacidn Epidemioldgica de la -
Tubersulosis bovina y su Repercusidn en la patologfa Humana, en

el Valle de México, Investigacitn inédita,
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lLas patdgenas comp M, tuberculosis, M, bovis y M, avium, -~

o D i e mal il e R SR e e ST e e b T SR

pertenecen al grupo de micobacterias de lento desarrollo mientras

que M, fortuitum, M, chelone® ( que tambifn son patlgenas para el

et g o g,

hombre y los animales, pero no producen la enfermedad cldsica) y

otras micobacterias saprdfitas como M, smegmatis, M, phlei, M, va

————

ccae, M. flavescens, y M, gilvum entre otras, pertenecen al grupo

de crecimiento rdpido (2}). Probablemente la tuberculina de M, -
avium reaccione ante la sensibilizacion temprana con estas dltimas
micobacterias, y que tiempo después, el organismo animal ya respon
da ante 16 infeccion de micobacterias patGgenas, especificamente

con M, bovis que, como ya se indicé,'es de lento desarrolio y sdlo

entonces reaccione con la tuberculina especifica,

Por otra parte, Youmans (53) indica que el tiempo de apari-- \ :
cién de la reaccién de hipersensibilidad, dependerd del nimero de

bacilos tuberculosos que infecten a un animal o a una persona, y

también de 1a tasa de multiplicacidn del bacilo. Lo anterior nos S

sugiere que las micobacterias del grupo MDPT, al ser de rajido de -~

sarrollo, tienen una tasa de multiplicacidon elevada en compara--
cién con las micobacterias patdgenas, siendo as? detectadas por -

la tuberculina de ﬂ, avium,

En el cuadro 4 se observa otra vez la predominancia de las -
reacciones a la tuberculina aviar en ambos grupos de edad: 23% en

los de 13 a 18 meses de edad, y 10% en los de 19 a 25, Se puede
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notar tdmhién, que 2 de los 16 becerros machos (13%) del grupo -
de 13-18 meses, ya recaccionaron con la tuberculina de origen bo-
vino; en los machos de 19 a 25 meses no se observd reaccién a -=
ninguna tuberculina, seguramente debido al pedueﬁo nimero anali-~.
zado; dos becerros, Los resultados del cuadro 4 tamhién nos su-
gieren una infeccién'temprana, probab]emente antes del destete,
tanto en micobacterias del grupo MéPT como con patégenaé, dado =
que el mayor porcentaje de reacciones ocurriG en los mds jovenes,
E1 cuadro 5 muestras que 1as becerras nacidas en el primer

semestre de 1984, muestran un elevado porcentaje de reactoras a -
la tuberculina bovina: 69% (9 de 13); éstas se pueden contrastar

con las becerras que nacieron en el sequndo semestre de 1984, en

las que sélo 1 de 22 (5%) reacciond con la tuberculina de M. bovis,

. Una explicacion posible para ésta diferencia'tan marcada, es
la diferencia de edad en ambos grupos, concordando con las obser-
vaciones ya expresadas para los resultados del cuadro 3,‘éh qge al
mayor edad de los animales, la infeccidn por M. bovis, qué es de-~
lenta evolucidén, llegue a un umbrdl en que sea posib1e‘detectar1a

por medio de la tuberculina especifica,

Se podria sospechar de la tuberculina, pero ésta fue aplica-
da el mismo dia con el mismo Tote del bioldgico, a Ta mayor parte

del hato.

et e
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Otra posible causa de la diferencia de los resultados del --
cuadro 5, seria lo inherente a la aplicacidn de la prueba, Los -
resultados pueden estar influenciados, entre otras cosas por las

*
siguientes:

a) Diferencia en el sitio anatfmico de inoculacién.

h) Confusidn con el sitio de aplicacibn, cuando la.
prueba es comparativa !

¢) Diferencia en 1la cantidad inoculada
d) Diferencia en el tiempo de lectura

e) Diferencia de individuo a individuo entre la apli
cacion del reactivo y la lectlura

.En nuestro caso, como quedd explicado con anterioridad, to--
das las pruebas de tuberculina reportadas en este tragajo, se hi-
cieron en forma comparativa en la tabla del cuello de los animaén'
les, 1a lectura se red]izG a las 72 hs y la interprétaéidn fuelwn
con eriterio estricto. Ademéé, Ta aplticacion del biolﬁgico‘y la

la lectura de la prueba fueron realizados por el mismo individuo,

de. tal manera que la variacidn que pudo haber ocurrido por esta -.. = .

causa, fue menor,

En los cuadros 3, 4 y 5, es de notarse tambi@n, que Ta mayor
proporcion de reacciones a las dos tuberculinas correspondid a las

.
Com. pers, Dr, Jos€ Rodriguez Torres, Consultor en Salud Pdbli-

ca Veterinaria OPS/OMS



hembras en todos los grupos de edad, con excepcion del grupo de -
15 a 20 meses del cuadro 5, en el que no hubo machos para contras
tar, Si se resumenlos datos de los 3 cuadros en un s6lo grupo de

edad, para los dos sexos, quedan como se observa en el cuadro 6 -

(pag.58).

1

Aungque 1os nimeros de heﬁbras y machos analizados no fueron
semejantes (105 vs 42) al obtener los porcentajes se elimina esa
diferencia, Los resultados positivos a las dos tuberculinas por -
parte de las hembras, nos sugieren que probablemente haya suscept?
bilidad de sexo por parte de estas éltimas; ésto se obsefva mads -
c]arahente en la tuberculina de origen aviar (19,0% vs 2,3%) mds -
que en la de origen bovino (9.5% vs_4§8%). Naturalmente que para
afirmar que existe una sysceptibilidad como la que se ha indicado,
es necesario contar con un mayor nimero de observacibnes. Esto -
estd reportado por Hoyt et al citados por Youmans (53) quienes -

indican que, dentro de una especie dada de animal, se ha mostrado

-

que las hembras son mds susceptibles que los machos a la infeccidn.. . -
tuberculosa. Sin embargo, en este trabajo no se encontré signifi-

cancia estadistica en la susceptibilidad a la enfermedad entre am-~

bos sexos (Xz).

En el cuadro 7 se pueden observar los resultados a tres prue-

bas de tubercilina aplicadas a las hembras nacidas en 1984, para -

obtener la prevalencia momentdnea, estimar la incidencia, y la pre
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valencia para el periodo de 16 meses que hay entre la primera y
la tercera pruebas. La prueba que se les aplicd en septiembre -
de 1985 (ver cuadro 5) es la primera que estd indicada en el cua

dro 7,

Seglin Morton y Hebel (33) la incidencia mide la aparicién -

de 1a ehfermedad, mientras que la breva]encia mide la éxistencia
de la misma; es decir, 1a incidencia significa nuevos casos Yy -
prevalencia significa todos los casos., La incidencia es una me
dida dindmica de la enfermedad, mientras que la prevalencia es -

una medicidn estitica,

La prevalencia y la incidencia obtenidas en el cuadro 7, e~
claramente caracterizan.la cronicidad de la infeccidn, o sea pre
valencia alta estable, 30-32%, e incidencia baja 3-6%,

De acuerdo con Aranda { 2 ) 1a prevalencia para un periodo

determinado no es la suma de las prevalencias momentdneas, sino -

que se deben descontar los casos que ya hayan sido considerados,

En el caso del cuadro 7, la prevalencia para el periodo de sepan

tiembre de 1985 a enero de 1987 (16 meses)es de:
p=12/05-139

Desde nuestro punto de vista, la prevalencia para un perio-
do determinado, que podriamos 1lamar prevalencia global, es una

medicion adecuada de la enfermedad, porque considera tnicamente

e
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la prevalencia inicial (nﬁmerp de casos diagnosticados con 1a‘pﬁi
mera prucha) y posteriormente sélo los casos nuevos (incidencia).
Ademas, toma en consideracidn un periodo de estudio mds prolonga-
do, y tiene menor Variabi]idaﬁ que las dos medidas que la forman:
la preva]éncia momentdnea y la incidencia,

En ia primera prueba no‘se pugde calcular la incidencia, de-
bido a que se ignora el estado anterior de los animales con res-
pecto a la infeccidn; a esto se debe que en todos los cﬁadros de
resumen, la incidencia en la primera prueba es cero.

v

En el cuadro 8, se nota claramente como la prevalencia mo--

i

mentdnea aumenta considerablemente entre los periodos de prueba,

a partir de la de julio de 1985; de esta fecha al mes de abril -

de 1986 (nueve meses) la prevalencia momentdnea se triplica, y -
la incidencia se cuadruplica en el mismo periodo, En el periodo

de abril de 1986 a enero de 1987, la prevalencia aumenté en un -

17% (de 26 a 43%), y la incidencia aumentd en 11% (de 8 a 19%).._M 

Se puede observar también, que estas dos medidas de la morbilidad
(prevalencia e incidencia) van aumentando conforme los animales

van avanzando en edad, de tal manera que los porcentajes mds al-

tos se ohtuvieron cuando las vacas tenian entre 3 y 4 afios de -~

edad (enero 87).

Asimismo, se observa en el cuadro 8, que el nidmero (n) de -

las vacas probadas en cada periodo, tiende a bhajar, lo cual es

. L . ,



natural, Si nada mds se observara aumento en la prevalencia, pero
la incidencia permaneciera mds o menos constante, se podria decir
que la disminucion (desecho) se deberfa a problemas ajenos a la -
tuberculosis, y que se estarian concentrando en la granja las va-
cas infectédas, pero como también existe aumento progresivo en la
incidencia, esto nos indica que a tﬁavés del tiempo, van:aparecieg
do casos nuevos de la infeccion, 10§ cuales aumentan directamente
1a prevaiencia; ésta se mantiene alta debido a la baja mortalidad,
lo que significa cronicidad de la infeccidn. Como ya se menciond
con anterioridad, la enfermedad es énzoﬁtica en estd granja y, -

ademds, no hay un programa de control,

La prevalencia global obtenidajpdra éste grupo de vacas, fue
de 12%, To cual és muy similar a Ta obtenida para las vacas‘naci;.'
das en 1984: 139 (cuadro 7),

En el cuadro 9 se observa que la prevalencia tiene.mugha va-
riabilidad entre prueba y prueba, siendo que el grupo de vacas‘nngu
v(n) permanece casi constante, No es fdcil explicar la rdzﬁn pdr'
1a que, en la tuberculinizacidn realizada en marzo de 1985, la -
prevalencia obtenida sea del 279, y en la prueba practicada cua~--
tro meses mas tarde, en el mismo grupo de animales, sea de cero,
Como se menciond anteriormente, el procedimiento de 1a prueha fue
siempre el mismo, y 1a aplicacidn del bioldgico y 1a interpfetarn

cion fueron realizadas per la misma persona, En este caso especi
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y en este caso podria haber cambios en la sensibilidad y especi
ficidad del bio]édico entre lote y lote, tal como 1o informa ~-

Haagsma (24). Sin embargo, la tuberculina empleada en una fecha

determinada, se adquirfa para realizar la prueba en todo el hato
lechero de 1a granja, y es de notarse que en otros grupos de ~n
edad si se obtuvieron reacciones con el mismo bioldgico, como ~=
puede observarse en los cuadros 6, 8, 9 y 11, respecto a la prue
ba realizada en julio de 1985, Resu]té dificil encontrar una ex
plicacién 1d6gica para egte fenémené, aparte de la falla de la tu
berculina en si, porque tratdndose de la tuberculosis, que es --
una enfermedad de 1enta'ev01uci6n en el organismo animal, es po-
co abeptab1e que los animales se infecten y se recuperén en un -
periodo de tiempo tan corto como cuatro meses, que es 1a'separd—

cién entre las pruebas de marzo y julic de 1935 (cuadro 9).

Se observa en el mismo cuadro 9, que a partir de la prueba
de abril de 1986, la prevalencia y la incidencia van aumentando
paulatinamentes; para Ta prueba de abril, Ta prevalencia es igual

“a la incidencia (2%) dado que la dnica reactora observada, fue

caso nuevo, Lla prevalencia global para el periodo de 22 meses;
fue de 9%; puede verse que no hay mucha variabilidad entre este
porcentaje y los obtenidos en otros grupos de edad (12"13%),

En el cuadro 10, se puede ver QUe el nidmero de vacaS (n) -

no disminuyd mucho en este grupo de hembras nacidas en 1981, a ~
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To Tarqgo de los 22 meses considerados. Lo que se observa en este
cuadro, es que 8 de ias vacas reactoras que se obtuvieron en ﬁar~
zo de 1985, ya no reaccionaron 4 meses después, en la prueba de -
julio del mismo afio, a esto se dehe que la prevalencia haya dismi

nuido del 45% (10/22) al 9% (2/22); no se identificaron casos --

nuevos en julio de 1985, Por eliminaci6n de una vaca no reactora,

la prevalencia en abril de 1986 fue de 10% (2/21); tampoco huhbo -
casos nuevos en esta fecha, sino que las 2 vacas reactoras persis
tieron desde la prueba de marzo de 1985, Para la dltima prueba -
aplicada a este grupo de vacas {enero de 1987) se habfan desecha-
do 2 animales PPD negativos mas, disminuyendo el ndmero a 19, =~
Para-esta fecha aparecido un caso nuevo, siendo la incidencia de

5% (1/19), este caso, sumado a las 2 reactoras crdnicas, dieron

una prevalencia momentdnea de 16% (3/19), La prevalencia global

para este grupo de vacas que tenfan una edad entre 5 y 6 afios en

enero de 1987, fue de 13%, mostrando una vez mds la poca variabi

1idad en esta medicidn de 1a morbilidad,

En el cuadro 11 se registra una prueba mds de tuberculina,

“la de junio de 1984, Se observa que el ndmero de vacas no dismi °

nuyd considerablemente a lo largo de 31 meses desde Ta primera -
prueba realizada (junio de 1984) hasta 1a Gltima (enero de 1987),

La prevalencia no fue consistente, notdndose el porcentaje mds «

bajo (20%) en la prueha de julio de 1985, la que se discutid pa~-

ra el cuadro 9, La incidencia tuvo una variacidn desde 0 hasta

16%. Esto indica que a pesar de la edad que tenfan las vacas du

e et 4 m
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rante este periodo, segquian apareciendo casos nuevos, ain convi--
viendo por largo tiempo con vacas que se consideran como focos de
infeccidn, 1o cual sugiere que probablemente se debe a diferencias

en la resistencia individual,

Se calcula que.e1 95% de las transmision de M. bovis entre -
bovinos estabulados, ocurre por inhalacién, asi que es muy alta -
la probabilidad de adquirir la infeccidon en estas condiciones --
(18). La prevalencia global se muestra estable (12%) a pesar de

considerar un periodo de tiempo mds largo que en los grupos ante-

riores (31 meses),

E1 cuadro 12 muestra que 155 vacas que nacieron durante'l979,
fueron desechadas progresivamente a lo largo del periodo de 31.mg
ses, En este hato, el porcentaje mds alto de desecho se debe a -
probelmas reproductivos y ocasionalmente por olras causas, Se nn
observa también, que tanto la prevalencia como la incidencia mues
tran altibajas marcadas entre prueba y prueba, En este grupo de
edad se solvid a presentar el problema que se observd en 1as vam
cas nacidas en 1982 (Qer cuadro 9) que del 27% de réactoras que
se obtuvieron en marzo de 1985, bajo a cero para julio del mismo
afio (4 meses después), Es posible que parte del problema radice
que en la Variacidn de potencia de la tuberculina bovina utiliza
da, como quedd indicado en la discusidn del cuadro 9, La preva-
lencia e incidencia obtenidas en las pruebas de abril de 1936 y

enero de 1987, muestran un porcentaje que es esperado para un ha
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to donde la tuberculosis es enzodtica. En este grupo de cdad, la
mrevalencia global para los 31 meses considerados, fue de 16%, la

cual resultd un poco mds elevada que en los grupos anteriores,

En el cuadrao 13, se éxpone la prevalencia e incidencia obte-
nidas en vacas que tenian entre 9 y 12 afios de edad en enero de -
1987. Sé puede ver que la pﬁevalenpia es semejante a la obtenida
en vacas que eran 7 a 10 afios mds jévenes (ver cuadros 7 a 10),

En el cuadro 13 se puede'ver que, eﬁ este grupa de edad; en un pe
riodo de 18 meses (julio 85-enero 87) la poblacidn descendié a la
mitad, de 26 a 13 vacas;vésto es natural tratdndose de vacas consi
deradas "viejas" para la produccidn lechera en nuestro medio, En
el mismo periodo de tiempo, la prevﬁléncia momentinea aumentd del
15 al 38%. Aparentemente, el desecho de vacas no reactoras, es -
la causa 'de que la prevalencia aumeﬁte en esa proporcidn, pero se
puede ver que la incidencia es mds elevada que en las vacas'mds‘g
jovenes, To que indica que aln a esa edad aparecen casos{nuevbs
(reactoras). Es posible que a]guna§ de estas vacas, en edad tém¢H;
prana se hayan infectado con.cepas de Mycobacterium y que por su
poco nGmero 0 por su poca virulencia Jos animales se recuperaron
de 1a infeccidn, pero desarrollaron inmunidad al mismo tiempo qué‘
sensibilidad a la tuberculinaj también es posible que esta sensi«
bilidad 1a hayan perdido tiempo antes de que sc Jes practicara la ;
primera prueba de tuberculina {junio de 1984) v que por Peiﬁfeccig
nes posteriores a esta fecha, aparezcan comp Casos nNUEVOS (reactg

ras), Como indica Youmans (53), Ta persistencia de Ta hipersensi -



bilidad a la tuberculina dependerd de la persistencia de bacilos

tuberculosos en el organismo,

E1 cuadro 14, muestra la sensibilidad a la infeccidn tubercu
losa de las 2 razas principales de vacas lecheras que existen_en
la granja de la UACh. Los resultados se analizaron mediante 1a =«
prueba de Chi cuadrada (Xz) y no se encontrd significancia esta~-

distica en la susceptibilidad a la infeccion por Mycobacterium -

entre las dos razas.-

E1 cuadro 15 expone los resultados de 808 pruebas de tubercu
lina, realizadas a 1ﬁs‘vacas de la granja de 1q UACh, y relaciona
das con su estado reproductivo; Se puede observar que en el pe;'
riddo de'31 meses, se obtuvo el 21% de reactoras, el 6% de SOSpg'
chosas y el 73% de negativas. Si consideramos que fueron entre
3 y 5 pruebas las que se realizaron en todo el hato durante casi

3 ailos, podemos decir que estos resultados son mds realistas que

los que puede dar un solo corte de prevalencia; asi pues, pddrfg‘*

mos 1lamarle a este resultado (21%) prevalencia justa,

Podriamos sumar el 6% de sospechosas a las positivas, ya -
que seqln Francis (18) las sospechosas tarde o temprano se con--
vierten en positivas, pero nuestras observaciones ne concueidan

con tas de este investigador, cuando menos en este trabajo,

En relacidn con el estado reproductive de las vacas, se pue



de vor que el porcentaje mds alto (54%) correspondic a las hembras
no gestantes y que el 46% restante se repartid con menos del 10%

en cada uno de los 9 meses de gestacién, observdandose que a partir
del sexto mes, el porcentaje de positividad a la prueba disminuyd
gradualmente {Ver cuadro 15 y grdfica 5), A este respecto, Outte
ridge (37) indica que es bien conocido que los corticosteroides =~
aumentan en la circulacién sanguinea en las vacas cercanas al par
to, y ésto puede tener un efecto inhibidor en la estimulacién lin
focitaria (que a su vez es la base de la respuesta de hipersensi-
bilidad tardia a la tuberculina). También indique que, pbr expe~
‘riencias de campo, se sabe que las vacas cercanas al parto pueden
dar resultados negativos a la prueba de tuberculina, y &sto es un

factor que hay que considerar al realizar la prueba,

La grafica 6 muesltra que, en este caso particular, en los =
bovinos menores de 1 afio y hasta los de 12 afios, ocurren infeccio

nes atribuibles a M. bovis; sin embargo, el mayor porcentaje de

reaccién a la tubercilina (36%) s5e observd en los becerro§‘de'1'~’
aiio de edad. Esto sugiere que estos animales se infectan proba~;
blemente antes del destete, pero, como ya se discutié en 105‘cug_'
dros 3 a 5, la tasa de rebroduccién de M, bovis es lenta én com-
paracidn con las micobacterias no patﬁgehas, y sélo después‘de -
varios meses ya alcance un umbral en el que se puede detectar con

la tuberculina especifica, En la misma grafica 6, sevobserva co-

mo disminuye el porcentaje de reactores por primera vez, conforn



ime avanza la edad, particularmente en los cuatro primeros afos.
Rosulta dificil encontrar una explicacidn légica para las infec-
ciones que son detectadas por primera vez en las vacas adultas,

ya que, como se explicd anteriormente, se encuentran en una gran
ja donde la tuberculosis bovina'es enzodtica, Probablemente su-
ceda coﬁo en otras enfermedades, en que hay un ndmero de {ndivi—
duos que son naturalmente resistentes a una enfermedad deFemuﬁq{
da, pero no a la infeccibn; ¢ bien, éue se trate de infecciones

recurrentes, sin que se lleguen a presentar signos de la enferme
dad; o también a la variacidn en la ﬁEN y ESP de la tuberculina,
0 a reacciones cruzadas con otros microorganismos que pronto de~
saparecen del hospedero, o tal vez se presenten todos estos facw

i

tores,



V., CONCLUSTONES

En nuestro trabajo, la [ET no result6 Gtil para e} diagndsti-

co serologico de la tuberculosis bovina,

Probablemente en un experimehto con ambiente controiado, se ~
pudieranevitar las miltiples iﬂfeccipnes de micobacterias saprofi-
tas o no patdgenas, que producen anticuerpos que detectan varias -
bandas antigénicas, transferidas nediante la IET, que dificultan -

\ ,
la identificacidn de bandas que probablemente caractericen 1a infec
cion por M. bovis, Probablemente también, se hubieran obtenido di

ferencias especificas en la frecuencia de las bandas antigénicas,

utilizando anti~IgGl o anti-IgG2 como segundo anticuerpo,

La prueba intradérmica de tubefculina PPD dob]e'compérativa,
resultd con una gspecificidad del IGO%; sin embargo, se considera
que el tdamano de la muestra fue péqueﬁo (11 becerros), |

No se encontraron diferencias dosis-respuesta detectadas por‘
la. IET; sin embargo, s{ fueron detectadas por ia prueba‘de“tubercg 
Jina: Ta dosis de 1000 ng sensibilizd al 80% de 155 ahfﬁaTGs; miéﬁ:

- tras que la de 500 pg sdlo al 25% de los inoculados,

E1 efecto dusis-respuesta se observd también en la pérdida de
peso: se encontrd diferencia significativa (e<=0.05) entre los --

tres grupos de becerros en las 2 mediciones post-inoculacidn,

53 -



E1 mayor porcentajo de reacciones a la prueba de tuberculina

(35%) se obtuvo en Tos becerros de 1 afio de edad,

No se observd diferencia significativa en la susceptibilidad

a la infeccion por Mycobacterium, entre hembras y machos de una - .

poblacidén de 147 animales (Xz).

&

T . C e . 2
Tampoco se obseivd diferencia significativa (X7) en la suscep

tibilidad a la infeccién tuberculosa, entre las dos razas estudia

das (Holstein y Jersey), detectada mediante la prueba de tuberculi

na,

En cuanto al estado reprodyctivo, el mayor porcentaje de reac

cion (54%) se obtuvo en el grupo de vacas no gestantes, en 808 -~

pruebas de tuberculina realizadas en vacas en produccidn,

Se concluye también, que la tuberculosis bovina en el hato -

estudiado, tiene una prevalencia de reactoras a la prueba de tun-

berculina del 21% en vacas en produccidn lechera, Esta prevalenn

¢ia, en promedio,-se gbtuyo en cinco periodos de pruebas efectua-

das durante 31 meses,
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CUADRO 1. Resultado de las pruebas de tuberculina PPD comparativa (de origen
bovino y de origen-aviar) en becerros Holstein inoculados con una
cepa de campo de M. bovis. Granja Experimental de la UACH. 1987,

Bece Tuberculi- Dosis TUBERCULINIZACIONES
r'ro nizaciodn .
No, previa (u9) 1/a 2/a  Reinocul, 3/a
H5 Negativo 0 MDPT HOPT 0 MDPT
H16 Negativo 0 Neg. Neg. 0 Neg.
H24 " 500 . Sosp. POSIT, 500 Neg,
H29 w0 1000 MDPT Sosp. 1000 MDPT
H31 MDPT 500 MOPT  Neg. 500 Neg.
H37 Negativo 1000 Sosp. Neg. 1000 Neg,
H40 " 500 Neg. Neg. 500  Neg,
H41 " 1000 Neg. POSIT, 1000 Neg.
H46 " 500 MOPT Neg. 500 MDPT
H52 " 1000 Sosp,  POSIT, 1000 Neg.
. | bt
H56 " 500 L —— — R -
H58 MDPT 1000 Sosp. POSIT, 1000 MDPT
* . 2 . - l - | s |
Murio 15 dfias 21 dias ~w~eT¢-46 dias 2 60 dias -
después de 1la | -
inoculacidn < 67 dias -
&S : 127 dias
POSIT. = Reaccién igual o mayor de 2 wm a la tuberculina bovina
MDPT = Reaccidn mayor a la aviar en comparacidn con la bovina
Sosp., = Reaccion moepor de 2 mm a la tuberculina hovina
Neg. = No reaccidn en ambos sitios de inoculacion

A .
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CUADRO 2. Medias de ganancia de peso de becerros inoculados con dos
dosis diferentes de M, bovis, en comparacion con los testigos. Granja
Experimental de la UACh, -
- 1987 |

Mo. de Peso | 1/a, Pesada 2/a. -Pesada
Becerros Previo (Kg) Inoculacidn Post-inoculacién. Post-inoculacidn

2 113 ~ Placeho . 178 213

4 92 . 506ug 138 152
5 83 1000 ng 1z 129
¢ 67 dias ] e 63 diasa{
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CUADRO 3 RESULTADO DE LA TURERCULINIZACINON EN  BOVINOS
DE RAZA LECHERA DE AMBOS SEX0S, MNACIDOS EN LA
GRANJA EXPERIMENTAL DE LA UACH, EN 1986, -

Edad agrupada

Nidmero Reaccidn a: al 2-11-87,
Sexofanalizado | Bovina(%) Aviar(%) (Meses)
Semestre ¢ 21 0 7 {33) 7 .13
Loy 13 0 1 (8)
de — ~
? 8 I
Nacimiento o 0 '

48

.CUADRO 4 RESULTADO DE LA TUBERCULINIZACION EN BOVINOS

DE RAZA LECHERA DE AMBOS SEX0S, MACIDOS EN LA
GRANJA EXPERIMENTAL DE LA UACH, EN 1985,
Fdad agrupdu'

én ar  [da al 2.11-87
) Aviar(%)] (Meses)

Nimero Reacci
Sexolanalizado | Bovina(¥%

Semestre | | y |
emestr Q 10 0 - 1 (10) -
1 19.25
de 2 0 0
, ¢ 3 0 7 (23)  1aqg
Nacimiento a” 16 2 (13) 0

A B A e 8 e ik WL it WY et $T i b ey




CUADRO 5.,

Semestre

de

Nacimiento 2

CUADRO 6.

RESULTADO DE LA TUBERCULINIZACION EN BOYINOS LECHERQS
DE AMBOS SEXOS, NACIDOS EN LA GRANJA EXPERIMENTAL DE

LA UACh .EN 1984,
Edad Agrupada

Nimero Reaccion a: {meses)
Sexo Analizado Bovina (%) Aviar (%) al 3-1X-85
& 13 9 (69) 2 (15)
1
d 0 0 0 15 - 20 -
Q 22 1 (5) 2 (9)
d 5 0 0 9 - 14
40

RESULTADO DE LA TUBERCULINTZACION EN BOVINOS DE RAZA LECHERA
DE AMBOS SEXOS, NACIDOS EN LA GRANJA DE LA UACh ENTRE 1984 y

1986
Grupo Unico
Niimero Reaccidn a: de edad
Sexo Analizado Bovina (%) Aviar (%) = (meses)
Q 105 10 (9.5) 20 (19.0)
, 5 - 25
& a2 2048 1 (23)

147

- 58 -
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CUADRO 7. Dindmica de la infeccidén tuberculosa, detectada por la tuberculina PPD
doble comparativa en vacas de raza lechera que nacieron en la Granja -

de Ta UACH en 1984,

(16 meses)

l .
}:f-—-— 7 meses >}< 9 meses ——————'—Pl o

-~ 59 -

FECHA DE LAS PRUEBAS
Sept. 85 Abril 86 Enero 87
(n=33) ‘ (n=31) » (n=31)
Prevalencia momentdnea  30% (10/33) | 32% (10/31) 32% (10/31)
Incidencia 0 3% (1/31) 3% (1/31) |
Prevalencia global — — | 13% (12/98)



CUADRO 8.

Dindmica de Ta infeccién tubercuiosa,'detectada por Ta tuberculina PPD
doble comparativa, en vacas de raza lechera que nacieron en la Granja
de la UACH en 1983,

FECHA . DELAS PRUEBAS

Marzo 85 Julio 8 °  Abril 86 Enero 87
(n=49 | (n=45) (n=50) (n=37)

-

Prevalencia momenténea
Incidencia

Prevalencia global
(22 meses)

167 (8/49) 9% (4/45)  26% (13/50) 43t (16/37)

0 2% (1745) 8% (4/50) 19% (7/37)

- _ - 12 (2181)

- 60 ~



CUADRC 9. Dindmica de la 1ﬁfccc10n tuberculosa, detectada por Ta tuberculina PPD

doble comparativa en vacas de raza 1echera que nacieron en la GranJa -
de 1a UACH en 1982,

~ FECHA " DE LAS - PRUEBAS

Marzo 85 Julio 85 Abril 86 Enero 87
(n=52) {n=52) (n=50) (n=41) :
Prevalencia momentdnea 274 (14/52) - 0 (0/52) 2% (1/50) 10% (4/741)
Incidencia 0 0 - 2% (1/50) 7% (3/41)
Prevalencia global - e | - 9% (18/195)

(22 meses) #_ 4 meses ——~4i¢- 9 meses —~a&r~—~9 meses—ﬁﬂ

- 51 -



CUADRO 10. Dindmica de la infeccidn tuberculosa, detectada por la tubercuiina PPD

doble comparativa en vacas de raza lechera que nacieron en la Granja -
de Ta UACH en 1981, | o

- FECHA ~ DE LAS - PRUEBAS
Marzo 85 Julio 85 Abril 86 Enero 87
{(n=22) - (n=22) (n=21) (n=19)
Prevalencia momentdnea 454 (10/22) 9% (2/22) 10% (2/21)  16% (3/19)
Incidencia 0 0 | 0 - 5% (1/19)
Prevalencia global ' - — - — 13¢ (11/84)
(22 meses) |

- 62 -
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CUADRO 11, Dindmica de la infeccién tuberculosa, detectada por la tuberculina PPD
doble comparativa, en vacas de raza lechera que nacieron en la Granja
de Ta UACH en 1980, -

FECHA DE LAS PRUEBAS
Junio 84 Marzo 85 Julio 85 Abril 86 "~ Enero 87

(n=22) . (n=22) (n=20) (n=20) | ~ (n=18) |

prevalencia 23% (5/22) 369 (8/22) 20% (4/20) 30% (6/20) o 39% (7/18)
momentanea : - e
Incidencia ~ 0 14% (3/22) 0 , 15% (3/20) 6% (1/13);gf_§;
Prevalencia — — —_— o -12%'(12/102)f_93
global | | R e
- (31 meses) km 9 meses %{ 4 meses.m%« 9 meses-—-%¢-~+‘9 meses — S

- 63 -



CUADRO 12, Dindmica de la infeccién tuberculosa, detectada por la tuberculina PPD
~doble comperativa, en vacas de raza lechera que nacieron en la Granja
de Ta UACH en 1979,

FECHA DE LAS _ PRUEBAS
Junio 84 Marzo 85 Julio 85 Abril 86 Enero 87 = -,
(n=15) (n=14) (n=13) (n=12} (n=9)

Pravalencia 0 43% (6/14) 0 17% (2/12) 33% (3/9)
momentdnea : |
Incidencia 0 43% (6/14) 0o 17% (2/12) - 22% (2/9)
Prevalencia - - = - — : - 16% (10/63)
global . ST
(31 meses) F~ 9 meses %< & meses e—9 meses 4&-9 meses --—e—e~ﬂ'ra_-g_

"'647*
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CUADRO 13, Dindmica de la infeccién tuberculosa, detectada por la tubercuTina'PPD--' |
doble comparativa, en vacas de raza lechera, que nacieron entre 1975y

1978 en la Granja de la UACH, -
FECHA . DE LAS ' PRUEBAS

Junio 84 Marzo 85 Julio 85 Abril 86 Enero 87
(n=19) | (n=26) - (n=26) | (n=19) (n=13)

prevalencia 11% (2/19) 23% (6/26) 15% (4/26) 37% (7/19) 38% '('5'/.13);;.'

momentanea : e T
Incidencia O 15% (4/26 0 ) 26% (5/19) | 23%T(3/13)f?' irfff
- 143 (14/103)

Prevalencia — —

31 meses) . l

G- 9 meses i 4 meses -«-ek—-g meses

- 65 -



CUADRO 14,

Holstein

- Jersey

Resultado de Ta prueba de tuberculina
PPD doble comparativa, entre hembras

de dos razas lecheras pareadas por --

edad. Granja UACH, 1987,

PPD Total
- -
11 - 12 - 23
9 14 | 23
20 26 46

- 66 -



" CUADRO 15. RESULTADO DE 808 PRUEBAS DE TUBERCULINA APLICADAS -
A LAS VYACAS LECHERAS DE LA GRANJA EXPERIMENTAL DE -
LA UACh, DURANTE EL PERIODOG DE JUNIO DE 1984 A ENE-

RO DE 1987.

ESTADO RE-
PRODUCTIVO  POSITIVAS  SOSPECHOSAS  NEGATIVAS
No gestantes 93 17 281

Gl 8 6 38

G2 6 0 37

63 11 3 24

G4 15 1 33

G5 9 2 39

G6 14 3 37

G7 6 26-

G8 5 41

G9 3 33
Totales 173 46 589 = 808

| Propdrciéh»dé positivas = 173/808 = 21%
Proporcion de sospechosas = 46/808 = 6%
Proporcidon de negativas = 589/808 = 73%
L . . L : (} [ I
Proporcion relativa de reaccifn seqln el estado reproductivo:

No gestantes 54% G = 9/173

= 93/173 = = 5%
Gl = 8/173 = 5% G6 =14/173 = 89
G2 = 6/173 = 34 | G7 = 9/173 = 5%
63 = 11/173 = 6% | 68 = 5/173 = 3%
G4 = 15/173 = = 2%

9% G9 = 3/173

~ 67 -
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Control

Fotografia 1. Bandas anhgemcos transferidas por medio de la 1ET, de seis muesireos se:o&agucor

post- inoculacion IV de 1000 ug. de M. bovis en becerros Holstein.
Investigaciones Biomedicas. U.N.A.M. [987.

(—) No inocu!c:dos
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