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RESUMEN

ANALISIS COMPARATIVO DEL DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE
TUBERCULOSIS BOVINA, UTILIZANDO LAS PRUEBAS DE
INTRADERMORREACCION, INTERFERON-GAMA Y ELISA, BASADO EN LA
INSPECCION POSTMORTEM.

El control de 1a tuberculosis bovina (TB) en México, se basa en la identificacién de
bovinos infectados, utilizando la prueba de intradermorreaccién 6 tuberculina (IDR), y su
consecuente sacrificio; el mimero de bovinos positivo a la IDR es elevado, lo que crea una
posicion delicada respecto a los criterios a seguir; la IDR ha mostrado una alta especificidad y
una baja sensibilidad, comparada con la de interferin-gama (INF-G), 1a cual ha mostrado una
alta especificidad y una alta sensibilidad. Se han realizado pruebas de ensayo inmunoenzimdtico
(ELISA) para detectar anticuerpos en el suero de vacas infectadas con Mycobacterium bovis,
utilizando diversos antigenos, entre ellos, el PPD y algunas proteinas aisladas de cultivos de M.
bovis, en los que se ha demoslrado su baja sensibilidad y alta especificidad; sin embargo, datos

ficionales evidencian una relacién inversa entre Ia inmunidad celular y humoral presentes en el
curso de la enfermedad, lo cual no el empleo de la prueba para el diagndstico de rutina,
pero sugiere su utilidad para detectar animales anérgicos, con altos titulos de anticuerpos y una
pobre respuesta mediada por ciulas. El diagndstico presuntivo de TB es hecho cominmente
por Ia inspeccion postmortem IP, en el rastro. ésta es una medida prictica, debido a las
caracteristicas de las lesiones, y porque el culuvo de muestras para el aislamiento e
identificacion del Mycobacterium bovis (di finitivo) es caro, requicre de
mucho tiempo, equipo, personal cnllﬁcndo y resulta ser poco sensible. Con el objetivo de
determinar la similitud de los diagnésticos de tuberculosis bovina utilizando las pruebas de
IDR, INF-G y ELISA, tomando como hase la [P; se trabajé con 31 vacas, de cada una se tomo
muestra de sangre (heparinizada), muestra de suero sanguineo y en el mismo dia se les prictico
l1a prueba de IDR doble comparativa, en la tabla del cuelle: la evaluacion del INF-G después de
estimular a los linfocitos in vitre, con los PPD’S de M. avium y M. bovis, se realizé con un
producto comercial; los sueros fueron probados. mediante la prueba de ELISA, para detectar
anticuerpos cspetiﬁcos. contra antigenos obtenidos de cultivos de Mpycobacterium bovis y

Mycobacteriun avium, de la 12 ava y la 8 ava respectiv todos los !
fueron sacrificados y se inaron Ifad observando principalmente nddulos
linfiticos (NL) retrofaring NL mediastinicos, NL bronquiales y pulmén. De los 31 animal
estudiados, 83.87% fueron positivos i la IDR, 77.4% a el INF-G 4 dc estos animales el 67.74%
(21), mostraron lesiones sugestivas de la enfermedad. Considerando iini a los animaJ,

con lesiones, 90.47% (19) fueron IDR positives y 85.7% (18) INF-G positivos: con respecto a
los 10 animales sin lesiones 70% (7) fueron IDR positivos y 60% (6) INF-G positivos: los
resultados obtenidos con Ia pruebn de ELISA. no permiten establecer un punto de corte
confiable para descartar animales positivos o negativos, debido a que el rango de variacién de
estos es sumamente pequeiio; sin embargo, se obtuvieron niveles muy altos de anticuerpos en un
animal que fue anérgico a las otros pruebas y tuvo lesiones diseminadas en diversos NL. Se
concluye que existe una gran similitud entre las pruebas de IDR e INF-G, y que e dingnéstico
de la TB, mediante estas pruebas j puede di el nimero de falsos
positivos; en cuanto a la ELISA se refiere, esta podria ser utilizada para identificar animules
falsos negativos o sospech probados pr porla IDRy el INF-G.




INTRODUCCION

La tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad infectocontagiosa, de etiologia
bacteriana, con una presentacion clinica de tipo cronico en la mayoria de los casos, tiene una
distribucion mundial, con elevada incidencia en explotaciones intensivas con alta densidad de
poblacion, tal es el caso de los hatos especializados en la produccion de leche (3, 4, 10, 17,

28).

IMPORTANCIA ECONOMICA

La TB es una enfermedad de alta repercusion econdémica en las explotaciones
bovinas debido a su caracter enzdotico. ya que produce la disminucion de entre un 10% a
20% en la produccion de leche y came, el sacrificio del 60% del ganado infectado, decomiso
de canales afectadas y rompimiento de las lineas genéticas, entre otras consecuencias (3, 4,
7,8, 31).

La tuberculosis bovina es muy variable en sus efectos en los diferentes hatos y en los
diferentes animales afectados; en unos animales puede transcurrir en forma subclinica
durante afios o por toda la vida, mientras que en otros menos resistentes puede afectar
varios organos, generalizarse y producir un desenlace fatal: el detrimento econémico en la
produccion de tan diversas situaciones patologicas es dificil de evaluar (8).

. En un estudio retrospectivo en un hato. para estimar las pérdidas de produccion por
TB se concluyd lo siguiente: los animales enfermos retardaron su primera lactancia un 10%,
disminucion de la produccion promedio por lactancia en un 9% y una significativa reduccion
de la duracion de las lactancias. que en la tercera fue del 32% (8).

De las pérdidas reportadas por 13 paises de América en 1983, el 42.67% era
aportado por México: en un estudio realizado en el complejo agropecuario e industrial de
Tizayuca, Hidalgo, México, en donde se evalué el impacto economico de la TB, mediante
once variables, se concluyo que la variable mas pesada fue la que incluia las pérdidas por
periodos de inversion, no recuperados por el pronto desecho de vacas tuberculosas, con el -
68.7% del total: este estudio al igual que diversos reportes ponen de mnmﬁesto ln necesndad
de minimizar e incluso suprimir esta variable (8; 31). &

En 1973 se encontro que el 7.23% de los bovinos desechndos en la-cuenca: lechera U

del D.F., fueron sacrificados por resultar reactores positivos a la tuberculina, consndernndo
que el porcentaje de desechos por enfermedades infecciosas es del 13.1%, el concepto por :
tuberculosis es muy elevado (11, 24),

Datos oficiales informan que la prevalencia de tuberculosis en México es s de 2:1% en
ganado lechero y de menos del 0. 1% en ganado de came; el pais cuenta con 34 millones de
bovinos, de los cuales 5.5 millones son destinados a la produccién de leche; se calcula
entonces que el total de ganado lechero tuberculoso es aproximadamente de 115,000
animales, cousiderando las pérdidas econdmicas por venta a rastro de estos. animales,
tenemos un costo total de mas de 250 millones de nuevos pesos (31).

La produccién lechera en México se realiza bisicamente por tres sistemas de
explotacion: la produccion lechera especializada o tecnificada. semiestabulacion o familiar y
ordeiia estacional y la tropical o de doble propésito; la lecheria especializada se ubica
principalmente en el Altiplano Central, Bajio y Altiplano Norte y Noroeste, cuenta.con el

% del hato lechero nacional y coutribuye con un 25% de la produccion total de leche en
Meéxico; cuentan con sisternas de produccion mecanizados tanto en el ordefio y manejo de la



leche, como en la produccion de alimentos. Actualmente México ocupa el primer lugar
mundial como comprador de leche en polvo, rebasando en 1991 las 300 mil toneladas, lo
cual representa casi la tercera parte de la disponibilidad total (10),

Entre los factores que afectan a la industria lechera, los cuales forman parte de la
problematica agropecuaria actual, es de particular importancia mencionar la alta incidencia
de enfermedades: en lo que se refiere a sanidad animal, ha faltado continuidad y rigidez en
los programas oficiales para prevenir la incidencia de enfermedades como la tuberculosis y la
brucelosis. En la mayoria de los casos la medicina veterinaria es curativa y no preventiva,
observandose aitos costos por este concepto ( 10).

Existen dos problemas findamentales en el diagnostico de TB que representan una
carga econdmica para el productor, que hace mis pesada la de por si incosteable explotacién
bovina en el pais: el primero lo constituye el hecho de dejar un animal falso negativo a la
IDR dentro de un hato, el cual constituye un foco de infeccion latente y representa un grave
riesgo para un programa de erradicacion. pues provoca un atraso del mismo o una
reincidencia de la enfermedad, y por ende cleva los costos; el do es la eliminacion de
animales falsos positivos, que como se sabe, aumentan gradualmente conforme avanza el
saneamiento de los hatos (3, 4, 11, 17, 20, 28. 32, 39).

ZOONOSIS

La TB es considerada por organizaciones internacionales de la salud como una
zoonosis, su agente etiologico M. _bovis, tiene como su hospedador principal a los bovinos,
pero el hombre es susceptible, pudiendo desarrollar la enfermedad, lo cual representa altos
costos en materia de salud publica, gastos terapéuticos y por la disminucion de la capacidad
laboral, ademas del sufrfimiento de los individuos que la padecen; la TB es una enfermedad
que afecta de preferencia a las poblaciones pobres. se registran 7,000 casos nuevos de
tuberculosis humana de origen bovino en América Latina por afio. las poblaciones
vulnerables incluyen a trabajadores rurales y en mataderos (3, 4. 7, 14, 29).

La TB es una zoonosis importante en nuestro pais, la via de transmision mis comin
al ser humano es por la ingestion de leche o sus derivados no pasteurizados, procedentes de
animales enfermos, sin embargo se ha determinado en otros piases, que solo entre el 1:2%
de vacas tuberculosas, tienen infeccion de la glindula mamaria; la infeccion en el humano
también se¢ produce por el contacto con animales infectados, por la inhalacién o ingestion de
los aerosoles, provenientes de ellos, esto es posible durante las pricticas rutinarias de
manejo del ganado; debemos tomar que en 1991, el 52% de la produccion de leche en
México se distribuyo como leche bronca, principalmente por resultar mis redituable para el
productor la venta directa al consumidor, esta circunstancia en particular aumenta el riesgo
de infeccion (10, 12, 37),

En Inglaterra y en paises escandinavos, donde la tuberculosis era endémica, se
demostré que del 1 al 6% de las infecciones pulmonares en humanos son producidas por 3.
bovis, este produce infecciones graves en el hombre y en los animales domésticos, excepto
en aves; en el hombre causa enfermedad progresiva, a menudo tuberculosis extrapulmonar,
con mis frecuencia en nifios que en adultos, como consecuencia del consumo de leche de
vacas infectadas; estas infecciones afectan los nédulos linfiticos de la region de la faringe y
de los érganos abdominales en lugar de los del térax, aunque no son raras las formas
pulmonares, en huesos, articulaciones , piel (verruga del anatomopatélogo o del prosector) y




meninges. Debido a la reduccion de la frec ia de tuberculosis bovina en muchas partes
del mundo, y a la pasteurizacion de la leche, se ha notado que las formas de tuberculosis
asociadas al tipo bovino han disminuido. En 1974 del total de defunciones en México por
tuberculosis, el 88.9% correspondio a localizacién pulmonar, el 7.5% al sistema nervioso
central, y el 41.8% del total correspondio a nifios menores de 5 afios (3, 12, 29, 43).

Son pocos los estudios recientes sobre infeccion por tuberculosis humana en
México, pero los datos exi permiten sup que se trata de una enfermedad de alta
incidencia y posibl e en incremento, la Direccion General de Epidemiologia estima que
actualmente ocurren 100 mil infecciones por tuberculosis y 30 mil casos clinicos cada aiio.
estas cifras posiblemente implican un subregistro importante, por un lado, pues no hay
encuestas recientes a nivel nacional y por otro, porque el diagnostico de infeccion sc
establece por IDR, usando 2 unidades de PPD de quizis baja sensibilidad, dado que se ha
establecido la necesidad de dosis v técnicas exactas usando 5 unidades de PPD (35).

ASPECTOS ETIOLOGICOS

El agente etiologico de la tuberculosis bovina es el Mycobacterium bovis, por sus
factores de virulencia estos bacilos se clasifican como patdgenos intracelulares facultativos,
que parasitan selectivamente a monocitos, macréfagos y células gigantes, logrando resistir la
fagocitosis (capacidad atribuida a sus lipidos y ceras). Los componentes bacterianos que
contribuyen a la reaccion inflamatoria granulomatosa sen: tuberculoproteina, que induce una
reaccién inmunoldgica especifica contra la micobacteria, la cera D y el factor cuerda (6-6
dimicolil trehalosa) que inducen una inflamacion no i )légica y son ios para la
reaccion granulomatosa maxima, (el factor cuerda solo esta presente en M. bovis y en M.
tuberculosis); estos microorgani no prod exotoxinas ni endotoxinas y no parecen
causar la muerte celular (3. 4, 14, 17, 49, 22, 30, 40, 46).

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

La principal via de transmision de la TB, es la aerogena, por la inhalacion de
aerosoles con dosis elevadas de el microorganismo, el cual tiene una gran resistencia al
ambiente y a la accion de desinfectantes, (debido al los lipidos de su pared celular) sobre
todo en sitios con una alta humedad y una temperatura baja (4, 11, 12, 17, 21, 46, 47)

Durante la tos y los estornudos una gran cantidad de gotas de diversos tamafios son
expelidas, estas provienen principalmente de bronquios y contienen moco, leucocitos y
bacilos; en animales con tuberculosis pulmonar abierta, el nimero de bacilos tuberculosos es
proporcional al tamaiio de la gota, se ha calculado que lus gotas de mayor tamaiio pueden
contener arriba de 100 o 200 bacilos; el bacilo tuberculoso pude sobrevivir en
expectoraciones de gran tamafio por varios meses y en gotas expelidas en la tos de 3 a 18
dias; un mayor nimero de gotas es expelido por aquellos animales vigorosos, en buenas
condiciones, y un namero menor de gotas por aqueilos animales caquéxicos; sin embargo
los bacilos mas virulentos son aquellos que provienen del esputo de animales caquéxicos,
debido a su mayor resistencia a los mecanismos de defensa del hospedador, que no pudleron
atenuar al bacilo (12, 21). : y

ASPECTOS PATOLOGICOS
Los bacilos tuberculosos fueron identificados hace mas de 100 aﬂ05' sm embzu'go,



informacion definitiva sobre la patogenesis de Mycobacterium bovis no esta bien definida.
La inhalacién de aerosoles cargados con el microorganismo provenientes del pulmén y
asociados con los NL, comienza en el aparato mucociliar; el epitelio ciliado recubierto d¢
moco en los pasajes respiratorios, provee de una defensa con la que tropieza la infeccion: los
microorganismos estin contenido en pequeiias gotas de agua, que al tropezar con la capa
mucociliar pueden ser acarreados hacia los bronquiolos terminales y de aqui hacia los
espacios alveolares, es en estos pasajes en donde los bacilos pueden ser ingeridos por
fagocitos, estas células entran en la circulacion linfitica, llegando de esta forma a los
nodulos linfaticos bronquiales y a otros sitios del parenquima pul . Después de la
ingestion del bacilo los macrofagos tratan de matarlo; sin cmbargo los bacxlos tuberculosos
virulentos poseen la habilidad de resistir la destruccion, particularmente si son fagocitados
por macrofagos. donde proliferan y se liberan cuando la célula hospedadora muere y se lisa
(4, 14,17, 22, 46, 47)

Existe un flujo de macrofagos hacia el foco de infeccion, algunos macrofagos que
abandonan la lesion por vasos linfaticos. contienen bacilos tuberculosos que llevan a los NL
regionales, formando un tubérculo caracteristico de la enfermedad denominada complejo
primnrio a partir del cual se da una diseminaci(m posprimaria (hematogena), debido a su
erosion en vasos sanguineos, hacia parénqui I . N éricos, retrofaringeos y
otros, postenormente a pamr de los NL nfectndos se da una diseminacion secundaria a
higado y/o rifiones y es posible que de estos organos surja una reinfeccion ya sea endégena o
exdgena hasta la tuberculosis miliar (4, 14, 17, 22, 46)

El centro del tubérculo se compone de macréfagos muertos, bacterias destruidas y
micobacterias extracelulares vivas, rodeadas de células epiteloides y células gigantes. este
centro de necrosis caseosa caracteristico, se va ensanchando segun se activan los
mecanismos de coagulacion y se trombosan los capilares, arteriolas y vénulas,
posteriormente tiene lugar una calcificacion distrofica, alrededor de este centro se local
una delgada capa de linfocitos (corona linfocitaria), el tubérculo esta encapsulado por tejido
conectivo fibroso, a su vez rodeado de tejido de granuhcién' las lesiones causadas por el
Mycobacterium bovis, tienen solo unos - cuamos microorganismos  que pueden ser.
encontrados por el examen microscopico (4, 14, 17, 22, 46, 47) .

Cuando el proceso de cicatrizacion en las lesiones fracasa se desnrrolla una
bronconeumonia progresiva; existen dos diferentes rutas mediante las cuales’ es P snbles que
se produzcnn nuevos cenlros de infeccion; en primer lugar, cunndo Ia lesnon primaria alcanzn

través de los vasos linfiticos; durante el curso de la* enferme a
transportados hacia los NL br iales y mediastinicos y cuando esto ocurr
tubérculos a lo largo del curso de los vasos linfiticos y en los NL'( 12).:7 .
Los NL son mis comiinmente infectados que otros tejidos porque e flujo de lmfn en i
un animal eventualmente pasa por todos los nédulos, que es donde capta g los bncxlos el




organismo. La presencia de macrofagos y su aumento en un pasadizo impenetrable entre las
células reticulares fibrosas de los NL, provee de un ambiente para el crecimiento
micobacterial y el desarrollo de las lesiones granulomatosas en el nédulo. Ocasionalmente
algunos micobacterias fagocitadas permanecen en el pulmén y en los NL. entonces ambos se
ven afectados (complejo primario). Las lesiones primarias frecuentemente se llegan a
localizar en un nodulo o en varios y pueden ser grandes y firmes. El tejido conectivo fibroso
se desarrolla dinamicamente en la formacion del granul probabl contribuye a la
localizacion de las lesi la formacion de granulomas es un intento del hospedador para
localizar el proceso de enfermedad; pocas lesiones pueden aparentemente remitir y llegar a
ser encapsuladas por la proliferacion de tejido conectivo; cada una de las lesiones puede
contener bacilos viables (12, 47).

En animales con enfermedad avanzada el tipo de lesiones va a depender de su grado
de resistencia, particularmente a el tiempo en que los bacilos logren alcanzar otros sitios y
por supuesto, a su grado de virulencia; la confl ia y licuefaccion de los focos caseosos de
todos tamaiios y edades, producen la formacion de cavidades. que son cubiertas por tejido
conectivo denso, tejido de granulacion y se observan vasos sanguineos obliterados. de los
cuales emana sangre; este tipo de lesiones en el pulmon rara vez se rompen y descargan su
contenido de material contaminante hacia la cavidad toricica. Las lesiones en la pleura
consisten primero en pequefias areas rosadas de consistencia blanda que llegan a
transformarse en lesiones caracteristicas de nddulos tuberculosos fibrosos. El pericardio,
pleura , o el peritoneo, pueden ser infectados por ruptura de lesiones en el pulmén o de
alguna otra region, y por difusion hematégena o linfitica; este estado de infeccion sucede
raramente en el bovino, considerando que la via de diseminacion mds importante en esta
especie es la via linfatica (12, 47).

La patogenicidad del bacilo tuberculoso es un fenomeno multifactorial y requiere la
participacion y efectos aditivos de varios componentes: la estructura y funciones biologicas
de la pared celular de las micobacterias patogenas. han sido investigadas y sin embargo, el
entendimiento de las funciones de cada uno de los componentes en la patogénesis, no esta
claro (47).

ASPECTOS INMUNOLOGICOS

El termino de hipersensibilidad describe la interaccion del sistema inmuno-
competente con un antigeno que provoca daflo para el organismo, o sea, una respuesta
inmunitaria inadecuada que puede producir lesion tisular, cuando un individuo se a
sensibilizado 1 logi (respuesta primaria a un antigeno), el contacto posterior
con ¢l mismo produce un recuerdo secundario de la respuesta inmune (memoria), sin
embargo, la reaccion puede ser excesiva y provoca una lesion tisular; la hipersensibilidad de
tipo IV se debe a una interaccion entre el antigeno y los linfocitos T sensibilizados; asi
1 que esta r ion esta basada en una resy 1 i debida a células de
memoria del sistema inmune (40, 44, 49).

La inmunidad celular es un fenomeno mediado por subpoblaciones de linfocitos T,
que estan distribuidos en los organos linfoides secundarios como son: nédulos linfiticos,
bazo, tonsilas, placas de Peyer, ¢tc. En estos drganos es donde se lleva la captacion del
antigeno y el desarrollo de la respuesta inmune. Es importante sefialar que la mayoria de los

linfocitos circulantes son tipo T (40, 49, 44).




Las subpoblaciones de linfocitos T se dlstmguen por diferencias fenotipicas a nivel
de moléculas expresadas en su brana | ca antig de superficie). De esta
forma los linfocitos T se subdividen en dos pnncnpnles subpoblacxoneS' los linfocitos T4, que
expresan en su superficie una glicoproteina de 62 KD (kilodaltons), dentro de este grupo
tenemos a los llamados linfocitos T cooperadores; la otra subpoblacion esta formada por los
linfocitos que presentan en su membrana celular una glicoproteina de 76 KD, por lo que se
denominan linfocitos T8, dentro de estos tenemos a los denominados linfocitos T citotoxicos
y a los linfocitos T supresores (40, 44).

En la respuesta diada por que es la importante contra las
infecciones intracelulares, como la producida por Mycobacterium bovis, se generan dos
tipos de manifestaciones efectoras: la produccion de linfocinas y la produccion de linfocitos
T citotoxicos (40, 44, 51).

Los linfocitos T cooperadores al ser estimulados por la presentacion del
antigeno y por la IL-1 (interfeucina 1). se activan y proliferan dando lugar a linfocitos T
productores de linfocinas y a células de ia. Son preci estos factores los
responsables de la reaccion inflamatoria observada en el sitio de inoculacion de la
tuberculina. Las linfocinas son factores solubles que tienen varias funciones, entre las que se
encuentran activar macréfagos y atraerlos hacia el lugar del estimulo antigénico y amplificar
la respuesta local. Todavia no se conoce de modo preciso la bioquimica de las linfocinas
(citocinas), las cuales se suelen definir por sus actividades biologicas y es probable que
muchas de ellas tengan mas de un efecto. Ha sido demostrado que los macréfagos tratados
con INF-G (linfocina) mejoran su capacidad para inhibir el crecimiento de bacilos
tuberculosos via la produccién de nitrégeno reactivo interventor (40, 44,47).

Como se observa, la induccién de linfocitos T productores de linfocinas es un
fenémeno especifico, sin embargo el efecto de éstas linfocinas, es inespecifico: por otro lado
los linfocitos T cooperadores, estimulados por la presentacion del antigeno secretan también
la IL-2 (interleucina 2), que coadyuva a la activacion y proliferacion de linfocitos T
citotoxicos que actuan sobre determinantes antigénicos en combinacién con antigenos de
histocompatibilidad clase 1, en la membrana de las células blanco, estas células blanco
podrian ser por ¢jemplo. macréfagos infectados por Mycobacterium, lo cual puede producir
daiio tisular (40, 44),

Aunque inicialmente la micobacteria se encuentra con componentes humorales
normales y granulocitos (neutrofilos). los mecanismos de activacion de macrofagos son
consideradas como los mas importantes en la proteccion del hospedador contra el
Mycobacterium bovis; los macrofagos son comprometidos en el procesamiento de antigenos
micobacteriales y su presentacion a los linfocitos T, por lo cual son considerados como la
llave para la unidn y el reconocimiento en la respuesta inmune contra las micobacterias (47).

La activacion de los macrofagos puede matar o inhibir el crecimiento de un peq
numero de mlcroorgnmsmos invasores, sin embargo, cominmente la micobacteria sobrevwe
a estos mec logi alcanzando un numero critico y un macrofago
individualmente no es capaz de aumentar su capacidad de destruccion y esto hace probable
la diseminacion de la infeccion (47).

La tuberculosis es la infeccion prototipo para un nimero diferente de infecciones
causadas por bacterias y hongos intracelulares, en los que la inmunidad mediada por celulas
es al inico medio de resistencia inmunolégica (49, 30).




Se menciona que la inmunidad humoral juega un papel escaso o nulo en la
inmunologia de la tuberculosis, que los anticuerpos producidos durante la infeccién no son
bactericidas in_vivo, aun en pr de pl o0 y, debido a que opsonizan al bacilo
tuberculoso y faclhtan la fagocitosis, sélo logran apoyar la entrada del bacilo a la célula,
donde pueden mu]tlpllcarse, estudios realizados en humanos y recientemente en bovinos

bl una evid cir ial de una reaccién inversa entre respuestas de
inmunidad humoral y celular al M. boyis; es prioritario determinar el papel de la inmunidad
humorat en el curso de la enfermedad asi como su posible empleo para el diagnéstico (3,

39).

DIAGNOSTICO

PRUEBA IDR (intradermorreaccion)

En la respuesta i a las infecci por Mycobacterium predomina la
respuesta celular; es por ello que las pruebas de diagndstico para la tuberculosis, estin
basadas en la medicion de la respuesta inmune celular (20, 51)

Los seguidores de Roberto Kochs, quien fué ¢l primero en utilizar la prueba de
tuberculina en el afio de 1890, fueron los primeros en reconocer y demostrar el uso de Ia
tuberculinizacion como método potencial de diagnostico: en 1892 Pearson, demostré que la
prueba de tuberculina es capaz de identificar el ganado tuberculoso clinicamente inaparente
yen 1899 M’Fadyean estandarizé este método para el diagndstico de TB (42, 51).

Las campaiias de control y erradicacion de tuberculosis en el ganado bovino,
implementadas en paises que han logrado disminuir el indice de TB, consisten en realizar
periodicamente la tuberculinizacion v desechar a los animales reactores positives); este
método presenta un cierto namero de inconvenientes que son a la vez de orden cientifico,
técnico y econdmico (20, 31).

Como todos los métodos biologicos, las reacciones a la tuberculina tienen fallos,
estos pueden ser de dos tipos: (20)

e Por defecto o de primer orden: animales tuberculosos que .son .negativos .a la
intradermorreacion y por tanto no descubientos; estos casos son denommados de anerzm
la cual presenta como minimo dos variantes:

a). La anergia pre-alérgica, que corresponde a un estadode" mfeccxon rcc:ente
durante la cual el organismo no ha tenido tiempo de sensxbnllzarse e esuma que es de tres
semanas a un mes.

b). La anergia post-alérgica, o de caquexia, en el curso de
infeccion evoluciona hacia su término.
e Por exceso o de segundo orden: animales que presentan reaccmn' posmv1 y:una vez

sacrificados se comprueba que no tienen lesiones o no son tuberculosos:

En etapas tempranas de la enfermedad y con lesiones microscopicas

Con lesiones que pasan desapercibidas

Reacciones inespecificas o de sensibilidad cruzadn (2-20% varia segtin la zona)

Reacciones debid

Son diversos los elementos de vanabxhdad anespecificos de la reaccién, entre ellos
estén, el grosor cutaneo, raza. edad, sexo, modificaciones hormonales, factores ligados al
medio , como el terreno, la proximidad a zonas boscosas y la altitud, las-infecciones

'cual el estado de

a mex ifico:



concurrentes (viriosis), entre otros (8, 20).

Existen también errores inevitables cuando se aplica la prueba de tuberculina, esto
se asocia con el operador, con la dosis inyectada y con el tiempo transcurrido hasta el
momento de realizar la lectura (8, 20).

Ademas de las reacciones inespecificas ya mencionadas, existe la posibilidad de
reacciones falsas positivas debidas a fallas en el procesamiento del PPD, como por gjemplo,
la concentracion final de proteinas y factores intrinsecos de cada animal que determinan el
tamaiio de la reaccion inflamatoria; el PPD no es una entidad quimica especifica sino que
consiste en varias fracciones proteicas con distintos pesos moleculares y diferentes
caracteristicas biologicas como sensibilidad y especificidad (11, 20)

Los resultados reportados en la literatura, obtenidos de la evaluacion de la prueba
de IDR. muestran en el caso de la prueba simple caudal una sensibilidad del 72 al 81% y una
especificidad del 78 al 96%; esta prueba simple caudal, es la mas apropiada cuando se
requiere la mas alta especificidad con una sola inyeccion de PPD: en el caso de la prueba
simple cervical se recomienda su uso en los casos que se requiera la maxima sensibilidad
posible; la prueba cervical doble comparativa utilizando PPD aviar y PPD mamifero, muestra
en algunos estudios tener una mayor eficiencia que una simple inyeccién de PPD mamifero
en el cuello, pero en otros aparentemente tiene una baja sensibilidad y especificidad. pero es
indiscutible que permite diferenciar la infeccion por Mycobacterium bovis de las causadas
por las bacterias del complejo Mycobacterium avium o por micobacterias atipicas (13, 16,
19, 20, 36, 43, 51).

Es imponante recalcar que existen en Ia naturaleza numerosas especies del género
Mycobacterium, que no han sido plenamente clasificadas, llamadas micobacterias atipicas,
que aparentemente tienen una amplia diseminacion en el medio ambiente; algunas de éstas
pueden sensibilizar a los animales respecto a la tuberculina de mamifero, generando
reacciones no especificas a la prueba o falsas positivas, cuando se usa la prueba simple.
Estos grupos atipicos de micobacterias pueden producir lesiones macroscopicas visibles en
la necropsia; no es raro que mas de una especie de micobacteria cause la enfermedad en un
hato al mismo tiempo (1, 3.4, 11, 16, 20, 28, 41),

El M._avium esta estrechamente relacionado con el M. paratuberculosis,
antigéni estos microorganismos son indistinguibles; animales infectados con
cualquiera de estas especies de micobacteria e incluso vacunados con vacuna viva de M.
paratuberculosis son sensibles a la tuberculina de mamifero y pueden ser reactores falsos
positivos (2, 3, 4, 20, 36).

Se ha comprobado que la sensibilidad inducida por éstas es mayor. cuando se usa
tuberculina de tipo PPD aviar, que se obtiene a partir de cultivos de_M. avium y se emplea
dentro de la campaiia de control y erradicacion de TB, para pruchas dobles comparativas en
la tabla del cuello, cuando la prueba de rutina ha generado dudas respecto a los resultados
(3,4, 11, 16, 17, 20).

En Kenia. asi como en otros paises, se ha registrado una alta sensibilidad a la
tuberculina por exposicion de los bovinos a personal tuberculoso infectado con
Mycobacteriunt tuberculosis encargado de su cuidado (4, 20).

Bovinos sensibilizados a otros géneros bacterianos, como por ejemplo Corpue-
bacterium y Nocardia, que estin estrechamente relacionados con el género Myco-
bacterium, ya que poseen similitudes tanto quimicas como seroldgicas entre los principales




antigenos de su pared celular, tienen reacciones falsas positivas a la IDR (1, 3, 4, 5).

Algunos animales que dan reacciones positivas a la tuberculina, no presentan
lesiones en la inspeccion postmortem. a los cuales se les denominan casos sin lesiones
visibles, o con lesién no macroscapicas; las hipotesis proponen que estos animales estan en
estados iniciales de la enfermedad, que ticnen lesiones pequeiias en partes del cuerpo que
general no se examinan en el trabajo sistemitico de inspeccion de Ia came o que han
estado en contacto con M. avium, micobacterias atipicas u otras bacterias dcidorresistentes;
se presupone que al inicio de la infeccion cuando aun no se desarroilan lesiones
macroscopicas los les son alt: ibles a la prueba de tuberculina, también se ha
visto que focos del tamaiio de un grano de arroz son capaces de sensibilizar al animal al PPD
(3,9, 24, 31).

Es posible que cuando las tuberc son muy los tejidos estan
tan saturados con la tuberculoproteina que resultan insensibles a la tuberculina,
constituyendo asi reacciones falsas negativas, en este caso por anergia asociada a
tuberculosis generalizada; la razon de la anergia en animales tuberculosos que no reaccionan
a la prueba de IDR no se conoce con certeza, se atribuye en parte a la posible
inmunosupresion relacionada con las citocinas u otros factores solubles provenientes de
subpoblaciones de linfocitos (3, 4, 13, 20, 32, 39, 47),

E! mimero de animales tuberculos no diagndsticado o anérgico es muy variable,
entre los diversos autores que lo citan encontramos un rango del 11% al 20%; se sabe que
un niimero considerable de animales en etapas tempranas de la enfermedad no responden a
la prueba de IDR, lo cual puede ser causa de recaidas en el indice de reactores positivos en
etapas finales de una campaiia; el problema de los reactores falsos negativos puede ser

izado por la eliminacién de todos los animales que reaccionen a la prueba de

tuberculina en la prueba inicial; este criterio es comunmente implementado en paises

desnrrollados. donde los programas de control y erradicacion de TB. incluyen la
d izacion a los ganaderos (20, 26, 27, 47).

La accion de la gestacion avanzada y del parto. ligada posiblemente a influencias
hormenales, provoca una depresion intensa de ia reactividad de la IDR, recuperandose esta
por completo poco a2 poco, 4 a 8 semanas después del parto, pero vacas que han parido en ¢l
transcurso de las seis semanas anteriores a la aplicacion de la IDR asi como los animales
sometidos a la prueba entre una y diez semanas antes, pueden tener reacciones falsas
negativas; la prueba de Stormont que consiste en repetir la inyeccion de PPD a los 7 dias. es
capiz de confirmar los casos de tuberculosis en vacas recien paridas, con el gran
inconveniente del doble jo de los animales (4. 20. 36).

Es posible que existan casos de anergia relacionados con el estress debido al pico de
lactancia. desnutricion. tratamientos con prostaglandinas o corticoesteroides (8).

Es trascendental seiialar el aislamiento de M. bovis de moco nasal de animales IDR
negativos. aparentemente sanos, pues implican un éxito parcial para cualquier programa de
control o erradicacion de la TB. Ademis se sugiere la sobrevivencia del microorganismo en
la mucosa de cavidad nasal, sin tratarse de una infeccion establecida, ya que no presentan
lesiones en la mucosa nasal y no se encuentran lesiones sugestivas de tuberculosis en el
pulmon o nadulos linfaticos (26).

No existe hasta el momento una prueba lo suficientemente sensible para identificar
animales en etapas tempranas o tardias de la enfermedad, lo cual suele ser causa comin de




recrudecimiento en rebafios clasificados como del padecimi (3, 4, 26, 27).

La exploracion y aislamiento de animales durante 3 dias. indispensable para la
aplicacion de la IDR, representa un manejo dificil sobre todo en explotaciones de tipo
extensivo, por lo cual es necesaria una prueba que no exija tal manejo (4).

PRUEBA DE INF-G (interferén-gama)

Los interferones modulan la actividad de casi todos los comp es del
inmunitario, reforzando la capacidad del organismo de sofocar los ataques de la mayoria de
los agentes causantes de enfermedad: parasitos, bacterias y virus; los interferones pueden
promover o inhibir la diferenciacion de diversas células y pueden inhibir la division celular, lo
que explicaria en parte que atentan contra la proliferacion de los tumores (18).

Los linfocitos T supresores (CD8), estimulados estos por el INF-G, inhiben la
reproduccion de anticuerpos por los linfocitos B; los interferones también retrasan la sintesis
de ciertas citocinas en otras células (18).

Un método altemativo para el diagndstico de TB, se relaciona con la identificacion
y cuantificacion del INF-G en plasina, obtenido a pantir de sangre completa estimulada con
PPD, mediante una prueba de ELISA: en investigaciones recientes se describe el desarrollo
de la prueba de INF-G como un método in_vitre simple y rapido para el diagnéstico de TB:
esta prueba ha sido evaluada experimental e y en campo con resultados bastante
alentadores (42, 51).

En un experimento realizado por Wood, P.R. y colaboradores la prueba de INF-G,
demostro ser mas sensible y especifica para el diagnostico de la TB, en comparacién con la
prueba de IDR y la prueba de ELISA; en su estudio se utilizaron las tres pruebas en los
mismos animales de un hato, de los cuales, algunos fucron revisados a la IP y se les tomo
muestra de NL . higado, bazo v/o pulmén, con el fin de establecer un diagnostico definitivo
por medio del cultivo y aislamiento de M. bovis : ad menciona que do se suman los
resultados de la prueba de IDR y la prueba de INF-G se obtiene una alta especificidad v la
mas alta sensibilidad (52).

No obstante la prueba de intradermorreacion (IDR) constituye un elemento
fundamental de una campaiia de control y erradicacion de la TB, ya que ha demostrado ser
una excelente prueba de campo. se ha podido aislar al Mycoebacterium bovis de moco nasal
proveniente de les apar e sanos, cuyo resultado a la IDR fue negativo,
estableciendo que estos les no eran anérgicos, como en los casos de enfermedad
avanzada, inclusive algunos de estos animales no presentaron lesiones visibles a fa necropsia,
lo cual sugiere una etapa temprana de la enfermedad: estos animales fueron detectados como
positivos por la prueba de INF-G (26, 27).

La prueba de IDR con PPD bovino es un potente estimulador de la produccion de
anticuerpos en animales infectados con_M._bovis, por otro lado, la prucba de INF-G no
compromete el estado inmunoldgico del animal, asi la repeticion inmediata de la prueba en
animales sospechosos es posible, y los resultados son disponibles de 24 a 48 horas después:
admas no requiere de un excesivo manejo de los animales y la muestra colectada puede ser
util para el diagnéstico paralelo de otras enfermedades (32, 36, 51, 52).

PRUEBA DE ELISA
En la infeccion tuberculosa se producen anticuerpos que pueden detectarse



mediante diversas pruebas serologicas, incluyendo la precipitacion, la de fijacion del
complemento, la de hemoaglutinacion y la de ELISA; los animales tuberculosos suelen
reaccionar a ellas aunque tiene por lo general bajos titulos de anticuerpos, pero un gran
nimero de les sanos tambien r i (3, 16, 23, 30, 38)

Se han determinado dos problemas fundamentales en la elaboracion de extractos
micobacteriales para ser usados como antigenos en diversas pruebas inmunodiagnasticas: el
primero es el efecto de proteasas enddgenas sobre los componentes micobacteriales, durante
su crecimiento y subsecuente aislamiento; el segundo es en relacion al efecto de autoclaveo
(calentamiento) sobre la solubilidad de los comip es y la antigenicidad del biolégico

(15).

Se ha mencionado la importancia de aquellas reacciones cruzadas a epitopes
comunes entre micobacterias y otro tipo de microorganismos, en el desarrollo de pruebas
serologicas para el diagnéstico de infe micobacteriales, la naturaleza de dichas
reacciones se define con la identificacion de los epitopes, por medio de anticuerpos
monoclonales; es por ello necesario lograr el aislamiento de epitopes comunes entre
micobacterias de distintas especies y otro tipo de microorganismos , tales como: Nocardia,
Corynebacterium, Rhodococcus, Achromobacter, Haemophilus, Taylorella, Moraxella,
Fasciola, Trichinella, Hypoderma, Penicillium, Brucella, Salmonella, Escherichia,
Vibrio,y Yersinia (1, 48).

Thoen usé PPD como antigeno en una prueba ELISA, con sueros de vacas
reactoras a la prueba de IDR y obtuvo reacciones intensas; Ritacco cita una sensibilidad del
73.6% y una especificidad del 94.1% para la prueba de ELISA en el diagnastico de TB,
mencionando que esta prueba diferencia los animales infectados con Mycobacterium
paratuberculosis, por lo que la considera una prueba capaz de identificar hatos con TB (32,
38).

En un estudio realizado por Wood, P.R. y colaboradores se menciona que la prueba
de ELISA, usando como antigeno una proteina denominada MPB 70, distinta en su
fundamento a la IDR y a INF-G, da como resultado una alta especificidad y una baja
sensibilidad (52).

Los resultados de una ELISA, usando un antigeno fosfatado de_M. _bovis, para
detectar la respuesta inmunologica de tipo humoral, en vacas tuberculosas. infectadas
experimentalmente, sugirieron un valor inmunodiagnéstico potencial de este antigeno (16).

En otro estudio realizado por Ritacco y colaboradores, se menciona que no obstante
que la prueba de ELISA fue menos sensible y especifica que la prueba de INF-G, es posible
emplearla en animales con lesiones diseminadas debido a que estos muestran un elevado
nivel de anticuerpos y una baja respuesta inmune mediada por células; algo similar fue lo .
seiialado por Plackett y colaboradores. ellos menciona que la prueba de ELISA no es una
altemnativa similar a la prueba de tuberculina, pero si para detectar vacas anérgicas; Auer .
realizé una prueba de ELISA, usando M. bovis crudo como antigeno, encontrando que esta
carecid tanto de especificidad como de sensibilidad requerida para la identificacién confiable

de vacas tuberculosas, menciona que la cantidad de anticuerpo reaccionando con el antlgeno"':'

crudo es baja en muchos animales v la cantidad que reacciona con epitopes especificos de .
M. bovis es mucho mis baja; concluyendo que los valores de la prueba de ELISA dependen
de su uso conjuntamente con la prucba IDR 6 INF-G, para detectar una proporcién de vacas
anérgicas infectadas (32, 39).



INSPECCION POSTMORTEM (IP)

El diagnostico presuntivo de TB es hecho comilnmente por la IP, esto se justifica
como una medida prictica, debido a la apariencia caracteristica de las lesiones, y por que el
cultivo de muestras que permita el aislamiento y la identificacion de micobacterias patdgenas
(diagnostico definitivo) es sumamente caro, requiere de mucho tiempo, equipo y personal
calificado, ademas de que resulta ser poco sensible, posiblemente porque las lesiones
cronicas tienen pocos microorganismos viabies; es por todo lo anterior que no se utiliza
como procedimiento de rutina; la [P no da una medida confiable de sensibilidad a las
diferentes pruebas, pero no niega su aproximacion, y puede permitir a los métodos de
analisis, una comparacion (9,11).

Esta ampliamente documentado que las lesiones tuberculosas se presentan en NL
asociados con el tracto respiratorio en nproxnmndamente 90% de reactores positivos con
infeccion confirmada, y que solo del 1% al 2% de estos animales tiene lesiones visibles en
pulmon por lo general muy pequeiias (menores de lcm) y frecuentemente Hnicas ; sin
embargo un estudio histopatoldgico muy extenso hace evidentes las lesiones en este érgano,
hasta en un 70% de estos casos; las vacas tuberculosas con lesiones solo en NL respiratorios
(lesiones cerradas) no se consideran capaces de excretar bacilos. pero pueden ser
consideradas como excretoras potenciales, debido a que el desarroilo de lesiones en el
pulmon y la consecuente excrecion puede ocurrir rapidamente (21).

En las primeras etapas de control de hatos con elevados indices de infeccion, v en
los que no se realizé6 anteriormente ningtn saneamiento, cerca del 90% de los bovinos
reactores pucde presentar lesiones postmortem: a medida que la prevalencia disminuye,
también es menor el porcentaje de reactores con lesiones en Ia IP; en areas de prevalencia
sumamente baja. aunque la prueba posea alta especificidad. el valor predictivo de la misma
serd también muy bajo y se hallari que fa mayor parte. o todos los animales reactores
sacrificados no presentan lesiones ni aislamiento de M. bovis; es por ello que en situaciones
de muy baja prevalencia, las pruebas tuberculinicas masivas, deberin ser gradualmente
remplazadas por la inspeccion veterinaria en rastro y seguimiento al hato en donde se
compruebe tuberculosis (11, 24, 31, 36, 37).

En un estudio realizado por Ritacco, lesiones localizadas (confinadas a NL), que se
encontraron en la IP de animales previamente probados por IDR, se asociaron a un aito nivel
de INF-G y niveles bajos de anticuerpos especificos, y viceversa, niveles bajos de INF-G
junto con niveles altos de anticuerpos se asociaron a una etapa avanzada de enfermedad
(39).

d

En la IPse deben considerar todas aquellas etiologias que ti a producir 1

macroscapicas de tipo granul v que no pueden diferenciarse las lesiones produc:dns
por Mycobacterium; entre las mds importantes tenemos a la actinomicosis, actinob
aspergilosis, carcil osis, coccidioidomicosis, corinebacteriosis, migraciones larvarias y

linfosarcoma (24).

Las infecciones causadas por Mycobacterium avium pueden producir lesiones
locales en NL erios, i utero y ubres, y se observan algunos casos de
tuberculosis pulmonar abierta producida por M. avium y puede ocurrir tuberculosis
generalizada en cierto namero de casos; la mayor parte de los casos de tuberculosis en
animales causados por M. tuberculosis de origen humano son transitorios y con lesiones
minimas en NL o sin estas; los reactores a esta especie de micobacteria y las lesiones
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observadas en la necropsia, producidas por la misma, son mas frecuentes en el grupo de
animales jovenes de un hato (3, 4, 20, 24)

OTRAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Debido a los problemas que presentan las pruebas actualmente utilizadas en el
diagnostico de la TB, impera la necesidad de investigar por todos los medios posibles el
fenomeno desmembrando sus variables, y para establecer relaciones que pudieran tener un
valor diagnéstico, que do a medidas como la cuarentena y desinfeccion permitan
alcanzar el objetivo de la erradicacion, elevando asi la produccion, mejorando la calidad
sanitaria de los productos de origen animal y eliminando una fuente de infeccion para el ser
humano (4, 11).

El desarrollo tecnolégico aporta nuevas posibilidades para ¢l diagnostico de este
padecimiento, por lo cual se debera de apoyar la creacion de pruebas diagndsticas
mejoradas, que sean mds sensibles y especificas que las pruebas en uso: pruebas que puedan
realizarse en conjunto con otras y que no requieran repetido manejo. ya que el uso de
pruebas en serie aumenta la especificidad final del diagnéstico: por lo tanto, contar con una
bateria de pruebas diagnosticas, empleadas como pruebas complementarias a la prueba
tuberculinica, en vigilancia epidemiologica o para confirmaciéon diagnéstica, utilizadas con
buen criterio, puede resultar beneficioso para los programas de control (37).

Las pruebas propuestas actualmente son: ELISA, interferon-gama, transformacion
blastoide, inhibicion de la migracion de macréfagos, técnicas inmunohistoquimicas,
glutaraldehido, técnicas de tincion como son Ziehl Neelsen, Kinyoun y aureamina, cultivo de
micobacterias e inoculacion de cobayos, identificacion del ADN bacteriano o reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), determinacion de patrones de ADN con enzimas de
restriccion y cromatografia de liquidos de alta presion (37).

CONTROL

En un programa de control de la TB es indispensable un método de diagnéstico que
entre otras caracteristicas posea una alta sensibilidad con el fin de detectar animales -
infectados que constituyen focos potenciales de infeccion, para el resto de los nmmnles del .
hato (11). ;

Los propositos generales del control y erradicacion de la TB, incluyen mcjomr las
posibilidades del productor pecuario, para aumentar su productividad. de comercializar sus’’
productos en el mercado nacional e intemacional. eliminar un factor restrictivo “de -la
produccion de leche y came y evitar el riesgo de infeccion de tuberculosis de origen hovinov
en la poblacion humana; entre los objetivos especificos esta prevenir la recaida de ireas y
paises donde ya ha sido eliminada la TB (31).

Las estrategias utilizadas para estos programas son entre otras, fonaleccr ln
vigilancia epidemiologica, desarrollo y mejoramiento de componentes técnicos de los
programas de erradicacion; existen diferentes enfoques para el control de la TB, como son:
1. Prucba de intradermorreaccion y sacrificio de animales reactores positives. 2. Prucba de
intradermorreaccion y separacion de animales reactores positivos: el primero ha sido
ampliamente usado en EE.UU., Canadd, Nueva Zelanda y Australia, la enfermedad era de
incidencia muy elevada en estos paises, especialmente en el ganado lechero, pero
actualmente la han reducido mucho (22, 31).




La literatura indica que las cuencas lecheras de las grandes ciudades son las que
tienen las tasas de infeccion mas altas, como por ejemplo: Sio Paolo (Brasil) 31.7% de
prevalencia, Paraguay 24.4%, Lima (peni) 37.9% y Montevideo (Uruguay) 9.4% (8, 31).

Se menciona a Canadi, Cuba, Panami, Estados Unidos, Irlanda, Suiza,
Checoslovaquia, Dinamarca, Chipre, Libano, Israel. Namibia, la peninsula de Malasia y
ciertas areas de Paraguay como exentos de esta enfermedad, en Noruega la enfermedad
resurgio y la incidencia en otros paises se ha reducido a un 1% (8, 29, 31).

El diagnostico rutinario en México se practica oficialmente aplicando la prueba de
IDR simple caudal, con PPD de origen mamifero, debido a las ventajas técnicas y
econdmicas que offece; el programa de control se basa en la identificacion de los animales
positivos a esta prueba y su consecuente sacrificio; el nimero de animales que resulta
positivo a la tuberculina es elevado, lo que crea una posicion delicada respecto a los criterios
a seguir, es evidente que estos programas implican la erogacion de fuertes capitales y
requieren la participacion decidida de autoridades y ganaderos (11).

En un reporte publicado en 1994, la Comision Nacional Para la Erradicacion de la
Tuberculosis Bovina y la Brucelosis, se menciona la situacién actual de la campaiia en
México como sigue: Sonora en etapa de erradicacion; Baja California Sur, Chihuahua.
Durango, Nuevo Leon, Coahuila, Tamaulipas en etapa de control intensivo, y el resto de la
Reptiblica en etapa de control (45).




OBJETIVOS
Comparar las pruebas de intradermorreaccion (IDR), interferon-gama (INF-G) e
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA), basindose en la i ion postmortem (IP),
para el diagnostico presuntivo de tuberculosis bovina (TB). ,
Establ el valor diagnostico de las pruebas de IDR, INF-G,ELISA e [P para la TB,
basandose en la IP.
Confirmar la relacion inversamente proporcional entre la inmunidad celular y la
inmunidad humoral en el curso de la TB.

Y

HIPOTESIS
Si animales que se detectaron positivos por IDR, INF-G y/o ELISA demuestran lesiones
sugestivas de TB en la IP entonces podra afirmarse que la prueba fue sensible.
Si animales que se detectaron negativos por IDR, INF-G y/o ELISA no demuestran
lesiones sugestivas de TB en la IP entonces podra afirmarse que la prueba fue especifica.
Si animales con altos indices de INF-G y/o un alto incremento en la IDR , demuestran
bajos titulos de anticuerpos contra el antigeno micobacterial obtenido del cultivo de
Mycobacterium bovis y viceversa, entonces la inmunidad celular y la humoral son
inversamente proporcionales en el curso de la TB.
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MATERIAL Y METODOS

VACAS
Se utilizaron 31 vacas Gray Holstein para los experimentos, las cuales pertenecian a
un rancho productor de leche ubicado en Coacalco, Edo. de México.

EQUIPO

Lector de ELISA

Lavador de ELISA

Campana de flujo laminal

Estufa bacteriologica

Rasuradora eléctrica.

Vemier graduado en milimetros.

Pontapapeles, plumas y marcadores para ganado.

Torundas de algodon embebidas en alcohol al 70%.

Jeringas desechables (estériles) de 1.00 cc graduadas, con agujas de calibre 26 de
1.0 cm de largo.

Manga de manejo con sujetadores de cuello para ganado lechero.

Tubos al vacio con y sin heparina.

Placas de 24 pozos, para cultivo de células Costar,

Placas de 96 pozos, para pruebas de ELISA Nunnc.

Cuchillo de hoja fina.

Frascos de vidrio.

Cinta adhesiva.

Solucion de formol al 10%, preparada con solucion salina fosfatada y con rojo de
fenol como indicador de pH.

BIOLOGICOS

PPD bovino y PPD aviar (PRONABIVE).

Prueba de INF-G, producto comercial denominado Mycobacterium bovis gama-
Interferon Test Kit, Herd Chek, IDEXX, producido en USA.

Extractos de cultivo de Mycobacterium bovis de 12 semanas y de Mycobacterium
avium de ocho semanas. (PRONAVIBE).

PRUEBAS DE INTRADERMORREACCION (IDR)

A cada una de las 31 vacas, se le practicé una prucba doble comparativa. Se les
inocul6 por via intradérmica 0.1 ml de PPD bovino y PPD aviar (PRONABIVE), en el lado
derecho del cuello en dreas separadas para cada uno, previamente rasuradas de forma
cuadrangular, de 7 cm por lado aproximadamente y medidas en el centro con un vernier.
levantando un pliegue en la piel; esta medida inicial se registrd, aproximando su valor al
namero inmediato superior, cuando rebasé los 0.5 mm, y al i Jiato inferior, do fue
menor (6). L
En el centro del drea superior, localizada a 10 cm debajo de la cresta del cuello, se
inoculé el PPD aviar y en el centro del drea inferior, a 13 cm debajo -de’ la:anterior
aproximadamente, se inoculé el PPD bovino, utilizando jeringas distintas para cada PPD (6).




La lectura de la prueba se realizé 72 horas después de la inoculacién, observando,
palpando y midiendo con el vemier, el centro de cada area rasurada, registrando la medida
en la hoja de campo (6).

PRUEBA DE INTERFERON GAMA

La prueba se realizo para las 31 vacas, utilizando un producto comerciai
denominado Mycobacterium bovis gama-Interferon Test Kit, Herd Chek, IDEXX,
producido en USA. Este es un analisis por inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA), que
detecta el INF-G bovino en plasmas, obtenidos de muestras de sangre entera de bovinos,
previamente estimulada con PPD. Tal y como se describe en el manual del productor (25):
se utilizé sangre heparinizada, obtenida de cada una de las 31 vacas, con tubos al vacio, en
el mismo dia en que se realizaron las pruebas de IDR, previ e alai I con
PPD.

La sangre se incubo en placas de 24 pozos, dentro de las 16 horas siguientes a su
obtencion durante 24 horas a 37°C, dividiendo cada muestra en tres, la primera en ausencia
del PPD (control), la segunda en presencia del PPD del M. bovis, la tercera en presencia del
PPD del M._avium; esta altima para identificar las reacciones inespecificas al PPD de M.
bovis.

Posteriormente se separo el pl por centrifugacién. y se analizé cada una de las
tres muestras para verificar si el INF-G bovino estaba presente, de la siguiente manera:
se agrego el plasma de cada una de la muestras (100 microlitros), a la placa de
microtitulacién. en diferentes pozos; estas placas estin recubiertas con anticuerpos
monoclonales especificos para el INF-G bovino: después se incubo la placa a temperatura
ambiente durante | hora; durante este paso. el INF-G. en caso de existir, formoé un complejo
con los anticuerpos monoclonales inmovilizados en el recubrimiento.

Una vez incubadas, se aspir6 el liquido contenido y se desechd, después se lavo
cuatro veces cada pozo con 300 microlitros de solucién de lavado, una vez terminado el
iltimo lavado se aspiro el liquido y se seco la placa golpedndola fire y suavemente sobre
un material absorbente.

Posteriormente se agregaron 100 microlitros de anticuerpos monoclonales contra el
INF-G bovino conjugado con peroxidasa, y se incubd durante 30 minutos a temperatura
ambiente; estos anticuerpos se unen al INF-G ligado a los anticuerpos monoclonales
inmovilizados.

Una vez incubadas. se aspird el liquido contenido y se desechd, después se lave
cuatro veces cada pozo con 300 microlitros de solucion de lavado, una vez terminado el .
ultimo lavado se aspir6 el liquido y se seco Ia placa golpeandola firme y suavemente sobre‘
un material absorbente, i

Una vez lavada y secada la placa, se agregaron 100 microlitros de sustrato -
enzimitico (agua oxigenada mis un cromégeno denominado tetr'lmctllbencldmn) a Cadn
pocille, y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. -

Se afiadieron 100 microlitros de solucion de paro a cada pocillo, una vez que se
terminé de incubar la placa, para detener la reaccion enzimatica. N

La placa se leyé en un espectofotometro, utilizando un filtro de 650 nnnomelros de::
absorbancia, y utilizando aire como blanco. : j
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PRUEBA DE ELISA

La prueba de ELISA se realizd para las 31 vacas, para lo cual se utilizo, suero
obtenido de cada una, con tubos al vacio, ¢l mismo dia de la inoculacion de PPD (previo a la
misma, para la prueba de IDR y la obtencion de sangre heparinizada para la prueba de INF-
G, este suero se congeld, hasta su uso en dias posteriores, La técnica se estandarizo de la
siguiente manera (33, 34, 50):
los antigenos que se utilizaron para este motivo, fueron obtenidos a partir de extractos de
cultivos de M. bovis de 12 semanas y de M. avium de 8 semanas, ninguno se sometié a
calor (PRONABIVE).

Se agrego a cada pozo de las placas, excepto en aquellos que sirvieron de control. 5
microgramos del antigeno diluido en 0.1 ml de solucién de carbonatos 0.1 M. pH 9.6, vy la
placa se incubd a temperatura ambiente, durante 24 horas (hasta que se seco). Se utilizaron
placas distintas para cada antigeno, de manera que los sueros se probaron con ambes por
separado.

A todos los pozos de cada una de las placas. se les agregé 350 microlitros de una
solucion de gelatina de cerdo al .1%, y se incubo a temperatura ambiente por 2 horas.
después dnicamente se retiro el contenido de los pozos, para agregar 100 microlitros de la
misma solucion y dejar incubando las placas durante 24 horas (hasta que secaron),

Se lavaron las placas 12 veces con agua bidestilada, 6 veces con una solucién de
PBS-triton al .3%, 6 veces con una solucién de PBS-tween 20 al .1% y 6 veces con una
solucion de PBS, agitandola en cada lavado y posteriormente se seco, golpeindola firme y
suavemente en una superficie absorbente.

Se agregaron 0.1 mi a cada pozo, de cada suero problema diluido 1: 500, en una
solucién de PBS, al .5 M de NaCl, gelatina de cerdo al . 1%, tritén al .3%, EDTA al 10 mM -
(milimolar), v se incubaron durante | hora a 37°C de temperatura. Cada suero se prob6 por .-
duplicado y tuvo un pozo control, que no tiene antigeno, para detennma as reacciones -
inespecificas. .

Se agrego a cada pozo, 0.1 ml de conjuqado
borregos), con peroxndasa de rabnuo picante, diluido I: 3000

bidestilada, ngnandola en cadn lavndo y postcnomlent
suavemente en una superﬁcu: absorbente. -

citrico . l M, 3.2 ml de fosfato dibasico de sodlo 2 M518.8" ‘microlitros”de peroxido”de
hidrégeno al 30% y 6.3 ml de agua bidestilada. Se incuba a temperatura’ambiente durante 10
minutos exactamente; Posteriormente, se agregd a cada pozo_ 50 mxcrohtros de solucion . .
icido sulfiirico 2 M (solucién de paro).

La lectura de la placa, se hizo en un lector de ELISA uuhzando un ﬁltro de 490




nanometros de absorbancia.

COLECCION DE MUESTRAS EN RASTRO -

Se realizo una coleccién de muestras en el rastro durante el sacrificio de las 31
vacas, obteniendo asi, parte de los NL retrofaringeos, bronquiales, mediastinicos y de los
pul (lobulos craneales) de cada una de las vacas y en algunos casos, los nédulos
linfaticos, mesenterios y preescapulares.

Las muestras se revisaron cuidadosamente por separado, realizando los cortes
pertinentes en el parenquima de los drganos, para la observacion plena de lesiones, en caso
de existir.




RESULTADOS

PRUEBA DE IDR

Se calculd el resultado, obteniendo la diferencia entre la primera medida y la
segunda (a las 72 hrs.); para clasificar a los animales probados, se utilizo la grafica de
interpretacion de esta prueba, especificamente utilizando el criterio estindar, elaborada por
Ia Campaiia Nacional Contra la Tuberculosis Bovina en México. por la Direccion de
Campaiias Zoosanitari (6).

INTRADERMORREACCION

PRI v.u..-&.\‘-&-&

VACAS

FIGURA No. 1: comparacién del incremento en el grosor de
{a piel, de las 31 vacas, medidos con vernier 72 horas depués de ser
inoculados con PPD bovine y PPD aviar en la region cervical.

La figura nimero 1. muestra los resultados de la IDR (doble comparativa cervical),
realizada en los 31 animales utilizados en este estudio, se observa que en todos existio, un
mayor incremento al PPD de M._bovis, con respecto al producido por M. avium.

PRUEBA DE INF-G

Se comprobo Ia validez del anilisis del INF-G, de acuerdo a lus normas establecidas
por el productor, de manera que la diferencia entre el promedio de los controles positivos y
el promedio de los controles negativos fuera mayor o igual que 0.500, y el promedio de los
controles negativos fuera mayor o igual que 0.250 (25).

Se determiné el valor limite para cada animal, agregando 0.100 al valor del tbo
I(control) para obtener un limite; la presencia o ausencia del INF-G bovino se determiné
mediante la relacion del valor del tubo 2 (PPD-Bovis) con el limite para cada animal (25).

Si el valor del tubo 2 fue menor que el valor limite, la muestra se clasifico como
negativa al INF-G, si fue mayor o igual al limite como posmva al INF G y, el resultado se
comparo con el tubo3 (PPD-Avium) (25).

Si la relacidn del tubo 2 con el tubo 3 fué mayor que 1.8 se consxdero que el animal
era preferentemente sensible al PPD de M. bovis, en caso de que la relacién fuera menor a




0.7, se considerdé que el :lmmnl fue preferentemente sensible al PPD de M. avium; la

lacion se establecio ob do un cociente de la division del valor del tubo 2 entre el tubo
1(25).

La figura nimero 2, muestra los resultados obtenidos con la prueba de INF-G, en
las 31 vacas, nétese que al igual que en la figura namero I, los valores obtenidos a partir de
la estimulacion con PPD bovino, son mayores a los obtenidos con PPD aviar.

INTERFERON-GAMA

N NSRRI
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VACAS
FIGURA Nn. compnrnclon de las densidades dpticas,
b idas de {a e INF-G bovino, en plasmas los de las
31 vacas, 24 horas después de mcubnrse por separado con PPD bovino

y PPD aviar.



PRUEBA DE ELISA

Se calcularon los resultados de cada muestra, obteniendo el promedio de las lecturas
( densidades opticas) del suero problema y sustrayendo el valor de su control en cada una de
las placas.

Para clasificar los resultados como positivos se tomo el siguiente valor: mayor o
igual a .4 densidades dpticas bovis; como se puede observar el cuadro nimero 1, este valor
de corte permite identificar a 4 animales, con altos titulos de anticuerpos especlﬁcos contra
M._bovis. .

DENSIDADES OPTICAS
BOVIS AVIUM

TOTAL
POSITIVOS 3
NEGATIVOS 7 30

La figura nimero 3, muestra los resultados obtemdos con la prueb.n dc ELISA,
utilizada en las 31 vacas; tamblen aqui se observa la diferencia de la reaccién entre los -
antigenos empleados, de M. bovis y AL avmm, como en las ﬁzura ly2 donde se marca ln.'
preferencia de la reaccion al M. bavis. : . &
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FIGURA No.3: comparacion de las densidades 6pticas,
abtenidas de la cuantificacion de IgG bovina especifica contra
antigenos obtenidos de extractos de cultivo deM.bovis y de M.
avium,

INSPECCION POSTMORTEM
Se revisaron cuidadosamente por scparado los NL retrofaringeos, bronquiales,
diastinicos, érios, pr pulares y pulmones
Esta claramente documentado que el diagndstico histopatologico de tuberculosis
bovina es similar en mas del 95% de veces al aislamiento del M. _bovis, En datos no
mostrados. la inspeccion postmortem fue 100% comparable con el histopatolégico, ademis
se logro el aislamiento de M. bovis en cerca del 40% de casos con lasiones visibles. Es por
ello que nos atrevemos a usar términos como son la sensibilidad y la especificidad para
discutir los resultados obtenidos en el presente trabajo.
El cuadro nimero 2, muestra los hallazgos a la [P de las 31 vacas; nétese que los
animales 1, 29, 30, tenian muchas lesiones en los NL mediastinicos y bronquiales, la vaca 1,
demas en los NL éricos y en los supramamarios, estos Gltimos aqui no se muestran,
este animal no reacciond a las pruebas de [DR ¢ INF-G; los animales 11, 18, 22, 26, solo
tenia algunas lesiones menores de lcm. no obstante que fireron positivos a la IDR y al INF-
G, excepto el 18; es por ello que los animales 1 y 18 se consideran anérgicos.




INSPECCION POSMORTEM

CLV
67.7%

T323%

FIGURA No.4xromparacion de la frecuencia de lesiones
encontradas en el total de las vacas, recuerdese que el 83.7% de este
tatal fué positivo a la IDR, sin embargo notamos que solo e} 67.7%
tuvo lesiones visibles en la IP (vease cuadro No.1 y figura No. 6);
CLV: vacas con lesiones visibles, SLV: vacas sin lesiones visibles.

DISTRIBUCION DE LESIONES
NODULOS LINFATICOS

RETROFARINGEOS 7.0% —
N%ElS‘ENTllJ‘RICOS 3% — . ™, — BRONQUIALES 44.2%
Y

MEDIASTINICOS 46.5% —

FIGURA No. §: esquema de Ia distribucion de las
lesiones encontradas en la [P; obsérvese que los NL asociados mas
inti con el pulmon, son (os mas afectados, lo cuai es
compatible con la patogénesis propuesta para |a TB.
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En la figura namero 4, se compira la fracuencia de animales con lesiones con la de
aquellos animales sin lesiones, observandose que poco mas de la mitad del total de animales
utilizados tenia lesiones visibles, sin embargo mis de tres cuartas partes de este toml
reacciono positivamente a la pruebas de IDR e INF-G. :

En la figura nitmero 5, se muestran la distribucion de las lesiones halladas a la IP en 'j
los 31 animales, estos resultados demuestran la preferente localizacion de;las’ lesmnes:.‘
tuberculosas, en NL asociados al tracto respiratorio, que a su vez se relaciona con la via de."
entrada del agente etiologico de la TB. Sy

La figura nimero 6, muestra la relacién del niimero y tamaiio® de las: les:ones, )
encoutradas en la IP de las 31 vacas, se puede notar que casi la mitad’ ‘de’ai lmales tenmﬂ :
pocas lesiones y/o estas eran de un tamaiio menor de Iem (21).
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RELACION DEL TAMANO Y NUMERO DE

- +
ST1% 9.5%

++
33.3%

FIGURA No. 6: esq de las lesi halladas en la
IP, en el total de las vacas, relacionando su nimero y tamaiio.

El cuadro nimero 3, sintetiza los resultados obtenidos con los métodos empleados
en el presente estudio, para el diagnéstico presuntivo de TB, en las 31 vacas utitlizadas;
como ya se menciono en el cuadro No.! los animales 1 y 18 fueron anérgicos, el primero
muy probablemente por infeccion y ¢l segundo por estar en una etapa temprana (véase
cuadro No.2), estos dos fueron positivos a la prueba de ELISA; los animales 8, 10, 12, 17,
19, 20y 25 no presentaron lesiones visibles a la [P, pero reaccionaron a la IDR y/o a el INF-
G, por lo que constituyen casos de reactores sin lesiones visibles y para este estudio,
animales falsos positivos; los animales 29 y 30 reaccionaron a todas las pruebas empleadas
incluyendo a la IP, por lo que se estiman se encontraban en una etapa intermedia de la TB.
Los resultados observados, evidencian una relacion inversa entre inmunidad humoral e
inmunidad celular en el curso de la TB.
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El cuadro niimero cuatro, muestra la fracuencia de los diversos patrones de respuestas
obtenidos con el conj de las pruebas utilizadas; se puede observar que poco més de la
mitad del total de animales reaccioné a las pruebas que miden inmunidad celular y esta
reaccion fue compatible con los hallazgos de la IP: sin embargo un gran namero de animales
reacciono a estas pruebas sin tener lesiones visibles en la I[P, constituyendo casos de
reactores sin lesi visibles; también se observa que pocos animales reaccionaron a la
prueba de ELISA, pero estos animales tenian lesiones visibles a la IP.
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La figura nimero 7, muestra una comparacion del numero de reactores positivos a
la pruebas empleadas; nétese que la prueba que mas se semeja a la IP es la INF-G

ANIMALES POSITIVOS

13
20.6% INFG
p 035%

26.5%

IDR+INFG
* DR
pLALH

ELISA
3.9%

FIGURA No. 7 comparacion de los reactores

4 y los utilizados, para ¢!
diagnéstico de TB en las 31 vacas,

La figura munero 8, muestra una comparacion de los animales reactores negativos a
la pruebas empleadas: se puede notar que el resultado que mis se asemejan a la [P, es el
obtenido con la suma de los resultados de las prucha de IDR e INF-G.
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ANIMALES NEGATIVOS

INFG
» 7

ELISA
27

FIGURA No, 8: comparacion de los reactores
gati i i los métodos utilizados, para el
diagnostico de TB en fas 31 vacas.

El cuadro nimero cinco, muestra una comparacidn de la sensibilidad y Ia
especificidad obtenida en cada prueba empleada en este trabajo. basando los criterios en la
IP; se puede observar que la mayor sensibilidad se obtuvo con la prueba de IDR y la mayor
especificidad con la prueba de ELISA. aunque esta tltima carecié de sensibilidad en el
diagnostico de TB; la especificidad v la sensibilidad maximas se obtuvieron con la suma de
los resultados obtenidos con la prueba de IDR ¢ INF-G.

- COMPARACION DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
PRUEBAS SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
IDR 90.4 % 0%
INE-G 85.7% 40%
.. IDR+INF-G 90.4 % 60%. . -
ELISA 19% 100% -
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DISCUSION

Los procedimientos utilizables con vista al diagnéstico pueden , en teoria, derivarse de todos
los métodos de inmunologia; en atencién a la importancia y amplitud de la tarea que se les
asigna, deben responder a un cierto nimero de criterios que pueden jerarquizarse del modo
siguiente:

o Deben ser sensibles, es decir, sefialar todos los animales tuberculosos (positivos
verdaderos)

o Deben ser especificos, o sea, que seiialen todos los animales tuberculosos, pero solamente
éstos (discriminando los negativos)

o Deben resultar de un costo tal. que sea compatible con las necesidades de una
intervencién masiva y repetida aiio tras afio, sobre el conjunto de la ganaderia (20).

Como todos los métodos biologicos, las reacciones a la tuberculina tienen fallos, el
niumero de animales positivos a la [DR en México es muy elevado, si se toma en cuenta que
de acuerdo a la campaiia de control y erradicacion de la TB estos deben ser sacrificados. se
hace evidente la incosteabilidad de dicho criterio (13).

La eficacia en el diagnéstico de la TB va acompaiiada de dos riesgos, el primero es
el no diagnosticar les tubercul vel do es considerar como positivos animales
no tuberculosos, actualmente puede que su importancia sea menor que el anterior, sin que
por ello pueda considerarse despreciable ya que su incremento es predecible: estos dos son
antagonicos entre si (20).

Los resultados de evaluaciones de la prueba de IDR reportados en la literatura,
mencionan que la prueba simple caudal posee una sensibilidad de entre 81 a 72% y una
especificidad del 78-96 % aproximadamente (56).

Animales reactores positivos sacrificados, de hatos probados regularmente con la
IDR. donde se ha logrado disminuir la prevalencia de TB, en la inspeccion postmortem no
presentan lesiones sugestivas de TB, de lo anterior se deduce que la especificidad de la IDR
disminuye junto con la prevalencia de TB. aumentando asi el niimero de falsos positivos
(9,13,15).

En un estudio reciente realizado por Wood y colaboradores, la prueba de INF-G
demostré ser mas sensible v especifica para el diagnéstico de la tuberculosis bovina, en
comparacién con la prueba de IDR; la cual tuvo alta especificidad y baja: ademis menciona
que cuando se suman los resultados de la prueba de IDR y la prueba de INF-G se obtiene
una alta especificidad y la mis alta sensibilidad (57).

Nosotros escogimos la prueba de [DR doble comparativa cervical. por que
discrimina aquellas infecciones causadas por micobacterias del complejo avium y atipicas,
ademias de que la sensibilidad de la IDR es mayor cuando se aplica en el cuello, .en
comparacién con la aplicada en la region caudal; los juicios emitidos en este trabajo son
basados, principalmente en la [P (2, 3, 11, 13, 20). .

En el presente estudio, la prueba de IDR detecté al 904% y la prueba de INF-G =
85.7% de animales IP+; la prueba de IDR detect al 30% y INF-G al 40 % de ammqles 1P-;
Cuando se sumaron los resultados obtenidos en las dos pruebas se détect6al 90 4%’ de; )
animales IP+ y al 60% de animales I[P-; por lo que la prueba de IDR fue mis ‘senisible que la
de INF-G, pero esta Gitima fue mas especifica que la de IDR; ademns 'se observo que la"
suma de los resultados obtenidos con estas dos pruebas permite una mnyor especlﬂcxdad en
el diagnostico de TB. -»
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La razon de fa mayor sensibilidad de la prueba de IDR en comparacién con la de
INF-G, puede ser debida a que los valores de corte preestablecidos para esta tiltima prueba
no sean del todo correctos, debido a que existe un rango bastante amplio que no esta
clasificado, especificamente del .7 al 1.8 de densidades épticas.

Es muy comtn, que hatos con baja incidencia de tuberculosis resultan en pruebas
posteriores con elevado indice de reactores a la tuberculina (recaidas), esto es posible debido
a que las pruebas no logran detectar animales anérgicos y animales en etapas tempranas de la
enfermedad o con lesiones latentes que pueden convertirse en fuente de infeccion en un
periodo incierto, que puede ser corto (2,3,14,32,33,37,42).

Animales en etapas tempranas de la enfermedad han sido detectados por la prueba
de INF-G en estudios realizados en otros paises; los resultados obtenidos en el presente
trabajo no lo demostraron, es muy posible que se requieran trabajos que utilicen una
poblacién mayor (32,33).

El problema de los reactores falsos negativos puede ser minimizado por la
eliminacion de todos los animales que reaccionen a la prueba de tuberculina en la prueba
inicial: en las pruebas siguicntes aparentemente puede incrementar el nimero de animales
infectados con M. bovis, encontrando una respuesta al PPD de M. bovis en poblaciones en
las que la infeccion persiste; este criterio es bien aceptado por paises en donde existe un
acuerdo con el gobiemno para recompensar aquellas pérdidas por animales positivos a la
IDR (48).

En un estudio realizado por Ritacco y colaboradores se menciona que no obstante
que la prucba de ELISA fue menos sensible y especifica que la prueba deINF-G, es posible
emplearla en animales con lesiones discminadas debido a que éstos muestran un elevado
nivel de anticuerpos y una baja respuesta inmune mediada por células; Plackett y
colaboradores sefiala que la prueba de ELISA no es una alternativa similar a la prueba de
tuberculina. pero puede detectar vacas anérgicas, Auer concluye que los valores de la prueba
de ELISA dependen de su uso conjuntamente con la prueba de IDR o INF-G, para detectar
una proporcion de vacas tuberculosas anérgicas: en un estudio reciente realizado por Wood
y colaboradores, la prueba de ELISA mostro alta especificad y una baja sensibilidad
comparada con la [DR y [a prueba de INF-G. (37.42, 57).

La prueba de ELISA en este trabajo detectd altos niveles de anticuerpos en cuatro
animales, dos de ellos fueron positivos a la IDR, INF-G y a la IP, uno de los otros dos
present6 (inicamente una lesion en el NL mediastinico, menor de .5 em. por lo que debi6 ser
un caso de infeccion temprana, el otro animal no obstante que presentaba lesiones
diseminadas en diversos nodulos y emaciacion evidente fite negativos a las otras pruebas,
por lo que constituyd un caso tipico de anergia por infeccion; este ultimo caso hace evidente
que no todos los animales clinicamente enfermos son eliminados de un hato prontamente, tal
como lo suponen las autoridades encargadas de la campaiia de control y emadicacion de la
TB; estos hallazgos permiten sup una relacion inver e proporcional entre
inmunidad humorat y celular en el curso dela TB (39).

La mavoria de los animales mostré niveles muy bajos de anticuerpos sin tomar en
cuenta los cuatro que tuvieron niveles altos, asi mismo se observé una pequeiia diferencia
entre los niveles de los animales negativos y positivos a la [P (promedio de .13 densidades
opticas para los animales IP- y .8 promedio de los IP-); no obstante lo antes mencionado, se
puedo observar la diferencia de la reaccion, entre los antigenos de M. bovis y M. avium, ya
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que en todos los animales fité mayor la reaccion al primero de estos dos, seguramente esto
se debe a que en los extractos utilizados como antigenos, existen epitopes especificos de
cada especie.

En este estudio, estableciendo un valor de corte de > é =.4 para animales positivos
se obtiene una sensibilidad bajisima y una especificidad alta con la prucba de ELISA
(densidades opticas); posibl un valor de corte de | permita discriminar solo aquellos
casos de anergia por infeccion.

Los resuitados obtenidos con la prueba de ELISA no permiten establecer un punto
de corte confiable para descartar animales positivos o negativos, debido a que el rango entre
las reacciones es sumamente pequeiio en la mayoria de los casos, pero al asociar estos
valores con los resultados obtenidos en las pruebas que miden inmunidad celular es muy
posible detectar animales con tuberculosis diseminada.

En las primeras etapas de control de hatos con elevados indices de infeccion no se
realizé anteriormente ningtin saneamiento, cerca del 90% de los bovinos reactores puede
presentar lesiones postmortem(41)

La literatura menciona que, las lesiones tuberculosas encontradas en la inspeccion
postmortem se presentan en nddulos linfiticos asociados con el tracto respiratorio en
aproximadamente 90% de reactores positivos con infeccion confirmada de tuberculosis
(histopatologico vy aislamiento), estas lesiones en nddulos linfiticos respiratorios son
secundarias a aquellas del pulmon, sin embargo solo del 1% al 2% de estos animal y ademas
el 63% de los pulmones con lesiones solo tienen una lesion presente, generalmente
encomradas en los lobulos diafragmaticos; sin embargo cuando se hace un estudio de estos

I dividiéndolos en secciones de apm\lmadnmente 5 cm. las lesiones se
hacen evxdentes hasta en un 70% de los casos (14.2

En la inspeccion postmortem se pudo obscrvnr lesiones tipicas de tuberculosis ent los
NL de 21 animales lo cual representa un 67.74% del total. de estos animales solo el 57.1 ¢
tuvo lesiones que eran mayores de | cm o su niimero era mayor de 5, tomando en cuenta
que en el hato al que pertenecian estos animales no se habia realizado diagnostico de TB con
anterioridad, se confirma la alta incidencia de reactores positivos a prucbas que miden
inmunidad celular con lesiones visibles en la inspeccion postmortem en este tipo de hatos;
sin embargo los hallazgos no permiten presumir que los animales reactores positivos fieran
casos de enfermedad , en la gran mayoria de los casos, 0 que constituyeran un foco de
infeccion tanto para el ganado como para el ser humano; es mis factible sospechar que estos
animales lograron. después de un tiempo de ser infectados, contrarrestar la infeccion y
localizarla,

Todos los animales IP+ tenian lesiones en los nodulos linfaticos del torax, lo cual es
compatible con la tuberculosis bovina, sin embargo ninguno tenian lesiones visibles en el
pulmén, pero es muy posible que existieran lesiones microscopicas o cicatrices, pues las '
lesiones en los nodulos linfiticos asociados al tracto respiratorio son secundarias siempre a -,
las del pulmén, en este caso se puede deber a que los animales en general estaban bien

alimentados y tenian buen estado de cames. por lo cual se deduce que su sistema- inmune

logro en cieno modo contener la infeccion y localizarla, eliminando - el peligro " de

diseminacion de la enfermedad (14,48). :
Las lesiones encontradas nos sugieren el padecmnento dé ha enfennednd en este
caso de tuberculosis, es por ello importante sefialar que casi el 40 % de ammales posmvos a.
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las pruebas empleadas no tenian lesi por lo cual se concluye que estas pruebas indican
solo un estado inmunitario en el cual hay respuesta a un antigeno ya conocido, pero no
detectan siempre casos de enfermedad (2, 3, 13, 41, 49).

La exploracion y aislamiento de animales durante 3 dias es indispensable para la
aplicacién de la IDR, representa un manejo dificil sobre todo en explotaciones de tipo
extensivo, por lo cual es necesaria una prueba que no exija tal manejo o que presente
ventajas operacional demiis la prueba de IDR con PPD bovino es un potente estimulador
de la produccion de anticuerpos en animales infectados con_M._bovis; por otro lado la
prueba de INF-G no compromete el esmdo mmunologlco del animal, asi la repeticion
inmediata de la prueba en I esp VY los resultados son disponibles
de 24 a 48 horas después; ademas no requlcre de un excesivo manejo de los animales y la
muestra colectada puede ser 1til para el diagnéstico paralelo de otras enfermedades. (3. 37,
39, 57).

Es io realizar exa posmortem de los animales climinados de un hato en
el cual se practique la prucba de IDR, esto permite establecer con mis certeza ef grado de
diseminacion de la enfermedad, ademis de que permitirdi emplear diversos criterios de
acuerdo al numero de reactores con lesiones que se encuentren.

Con el objetivo de evitar o reducir al maximo el sacrificio innecesario de
bovinos es necesario incluir en los criterios para el desecho datos como son la alta
produccion lactea, condicion general, la edad del individuo y nimero de partos entre otras;
evitando el sacrificio de animales sin historia o cuadro clinico de TB. con bucn estado de
carnes, jovenes, con buena produccion o de la 2 partos y venta al rastro de animales de alta
calidad genética por ser reactores a la tuberculina: ademas se deben realizar estudios de
apoyo como el INF-G. la ELISA y IP.

La erradicaciéon de Ia TB se puede lograr con cualquier prueba de diagnéstico,
siempre y cuando los criterios implementados por los responsables directos de la campaiia,
logren persuadir a los ganaderos para que modifiquen su actitud, por cierto muy respetable,

Se deberin promover lineas de investigacion encaminadas a la purificacion de
proteinas y elaboracién de antigenos especificos, con lo cual aumentaria la sensibilidad y la
especificidad de las pruebas y disminuiria el numero de reactores falsos positives v por
consiguiente las mermas por concepto de desechos; en la elaboracion y aplicacion de
vacunas, asi como planteamiento y utilizacién de tratamientos.
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CONCLUSIONES

e Se concluye que existe una gran similitud entre las pruebas de IDR e INF-G, que el
diagnostico de TB, mediante estas pruebas conjuntamente, puede disminuir el nimero de
falsos positivos, debido a la mayor especificidad de la INF-G.

Es importante seguir determinando la eficiencia de la prueba de INF-G usindola a la
par de la IDR, ya que es muy posible que resulte ser una prueba 1til en etapas avanzadas
de un programa de erradicacion, pues como lo a demostrado es una prueba mas
especifica y tal como se ha mencionado, ¢l nimero de reactores a la IDR con lesiones
visibles en estas etapas, aumenta gradualmente,

. Los resultados obtenidos con la prueba de ELISA no permiten establecer un punto
de corte confiable para descartar animales positivos o negativos, debido a que el rango
entre las reacciones es sumamente pequeiio, sin embargo se determiné su utilidad para
discriminar casos de anergia por infeccion de TB.

No se debe minimizar la importancia de los animales anérgicos por resultar ser
pocos en una poblacwn grande, estos animal la idad de disemi la
enfermedad, ademis es importante tomar en cuema que el ngcme ha logrado transponer
todas sus defensas y a la vez ha aumentado su virulencia; es por ello que la prueba de
ELISA puede ser utilizada en animales que hayan resultado ser negativos o sospechosos
en las pruebas que miden inmunidad celular, ya que es la tnica que ha demostrado
detectar animales anérgicos o con enfermedad avanzada.

o La I[P demostroé ser una mediada (til y bastante confiable, para determinar la sensibiliadad
y especificidad de las pruebas inmunodiagnosticas empleadas en el presente estudio; es

io realizar exd postmortem de los animales eliminados de un hato en el cual
se practique la prueba de IDR. ésto permite establecer con mas certeza el grado de
diseminacion de la enfermedad. ademas de que permitira emplear diversos criterios de
acuerdo al nimero de reactores con lesiones que se encuentren, sobre todo si se ralaciona
con los resultados obtenidos con las pruebas antes mencionadas.
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