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l. RESUMEN· 

El efecto de la Tuberculosis ho,·ina en la economía de los ganaderos y el 

riesgo que rcprc~u~nta con10 zoonosis., son n1zoncs fundamentales paru 

establecer pro:;:ramas y proyccros de lucha contru cstn cnícrn1cd11d. 

Estos proi:ramas., se basan en t.•I diagnóstico y la eliminación de 

reactores a Ja tuberculina., ohscrv1indosc en ali,:unas oca..~ioncs que los 

anin1ales reactores <1uc se cn,·ian a rastro no presentan lesiones 

macroscópicas cnractt.•ristica~ .. lo que pro\.·oca dcsn101h·ación y falta de 

participación del i::;anadcro en las cantpañas zooasanitnrias. En arcnción 

u C!'itll situación. se plantea In c,·1duación de la técnica de 

lnmunopcroxidasa., como prueba con1plcnu.·nh1rh1 al diagni)srico de la 

Tubcrculosi!'ii bo\.'ina. que detecta atnticucrpos contra ./t.lyc"he1creriun1 

btn•i_,. en sueros de aninualC!li enfermos. 

Para este e!'iitudio se cntplearon 375 n1uestras de sueros de bo\.·inos, que 

se distribuyeron en 5 i:rupos al azar .. en base a Ja procedencia y al tipo 

de prueba tubcrculinica que st.• aplicb a los anintales. Los sueros de los 

grupos f,. lf y ffl pertenecen a 200 bO'\.'Ínos <fUC Se les pract:ÍCÓ la prueba 

caudal y pro\.·ienen de los estados de Sonora. Coahuila y Puebla 

rcspccth·an1cnte. presentando un 55.5°/o de reuctorcs. El grupo IV. se 

rormó con 125 sueros de aninutles son1ctidos a la prueba doble 

comparativa procedentes del estado de Sonon1. con una incidencia de 

49 .. 6%; finalmente el grupo V. 'fucdó como control nci;:ativo empicando 

SO sueros de bo,.·inos ubicados en l'\.texicali. Baja California procedentes 

de un rancho que en los últin1os 5 años no ha presentado reactores a la 



tuberculina. en estos unimales se repitib In pruch~• doble cornpnrutiva. 

cncontrundo 0.0°/u de reactores. 

Los 375 sueros se sometieron a la pruehu de ln1nunoperoxidasa (PIP). 

cn1plcando n1icroplucas scnsihilbi:nd~1s con PPD l><n·ino nlodificado. la 

reacción antígeno - anticuerpo se re'\-·dú con Proteína e; - fH.·roxid:as•• 

usando cuino sustrato 3 :11ninu. 'J cthil c:1rlnu:oL Los sueros 

pcrtenccienh .. •s u los J!rupns. l. 11 y 111. prescnturon un 27.s•x, dl• positivos 

y los del i::rupo rv. un .30 . ...$ 0/u en htnto <1uc Jos dd v. o.o·x .. 
Veinte h<n.'Ínos. doce rcacton.•s a h1 prueba caudal del ~rupo 1 ~ .. ocho del 

i::rupo IV .. rcactorl.•s a la prueha doble cnn1p:1r:1tiva. a1nhos proccdcnh .. •s 

del estado de Sonora. se cn'\-·iarun :1 s:1crificio p:1r:1 estudios :1 1:1 nccropsi:a 

y obtcnciún de rnuestr:as para histopatolnJ.!Í:l y lrncteriología. 

De estos. 18 presentaron h.•siuncs cun1ctcrís1icas de luhcrculosis a hl 

necropsia. Diez fueron positivos a Ja prueba hislopalolú:,!ica. n1isn1os <1ue 

resultaron positivos a ht prueh;a dl.• inrnunopcroxidasa. de l.'Slos se 

logr-J.ron 9 :aislnrnicnlos. dl.· los <1uc se cn'\-·i;tron :a lipific:1r <. al Insliluto 

Panun1cricano de Prolecciún en .Alinu:ntus ~· Zoonosis (l:"'PPAZ). 

resultando 4 posith·os a ;irycoh11cteri11111 hoi·b; y 2 ;1 .lf..•·cohe1c1<•ri11111 .\'f'P 

atípicas. 

En referencia a los resullados posilivos. la prueh:• de lnmunopcroxidnsa 

prcscnló una corrclaciún con respcclo •• Ja tuberculina caudnl de ...$9.5°/u 

y a Ja doble comparaliva de 6L3°/u. La prueba de inn1unopcroxidasa 

presenta una scnsibilid:ad del 100°/u y una especificidad de 90.9 a 100°/u-. 

en anin1alcs tuberculosos; por Jo que puede usarse corno prueba 

complementaria a la rubcrculina sohrc todo en hatos de bovinos 

destinados a la producci<'1n de leche. en ,·irtud de que en UlJUCIJos que 
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resulten positivos., uun1entn In probnbilid11d de cncontn1r lesiones n In 

necropsia y se puede c'\.·itnr el envío a sacrificio de nninu1lcs "fulsos 

posiCivos u In cuberculinn" c1u1..• no sufren la cnfcrn1edud y presentan 

buena producción de leche. 

En base a lo nnterior se concluye c1ue In cécnica de Jnrnunoperoxidnsa, es 

de ucilidad en el diugnósrico con1plcn1cnt:1rio de la pruherculosis Hovina y 

puede llegar 1l rcprc.scnCar unu hcrntn1ic.•nh1 útil fJ~lrn el :n•nncc de las 

can1pa1ia.."i zoosnnitarins conlrn In cnfcrrncdnd. 
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11. INTROl>UCCION 

Se han publicado las vcnrnj.as que ofrece el uso de pruebas para el diagnóstico 

de Tuberculosis bovina que dctcctcn nnticucrpos circulantes del tipo JgG J. 

contra Al_•·cuhacrerÍl1111 ho,·h. crnplcando Ja tCcnica de an<:t:lisis 

inn1unoahsorbcntc ligado a cn;.irna ELISA ( Enzimc-Jinkcd irnmuno~orbcnt 

assay), en este sentido Ja prueba n:sulta litil en hato:-. donde la incidencia de la 

cnfcrrncdad ha disrninuido y aurncnta el núnu .. ·n, de fabos po~itivos a Ja 

tuberculina .. i\"Oirnisrno. :-.e ha dc111ostr:11...h, que es una hcrrarnicnta in1por1antc 

en la detección de anirnalc:-. m1C:rgicos. este fcnúrncno :-.e presenta en 

tuberculosis av.:uu .. .adas con alttl grado de discrninaciún dt...·billo a que en lns 

anin1alcs se producen tit11l<1s clc:vado~ <le..• anticucrpn~ lÍJ'hl Jg(.i I · La prueba de 

ELlS.A es n1cnos sensibh: en aquellos anirnalc..·s qw: :-.ufrcn una infCcciún 

locaJiz.ada. de Ja cuúJ se pueden recuperar cn fonna natural sin SlHnctr.=rlos a 

ningún trut;1n1icnto. ( 3 .. 7 .. 2~ ). 

La baja sensibilidad de Ja prueba de ELISA Ja descarta corno prueba de u~o en 

Campallas Zoosanitarias. sin ernbargo. aún cuando no detecta anin1alcs 

infectados. su alta especificidad (95'?'0) y su c;ipacidad para identificar una alta 

proporción de bovinos con tuberculosis activa (7-t'Vo) Ja hacen una hcrrarnicnta 

útil corno prueba cornplcrncntaria a la prucha tuhcn:ulinica para Ja toma de 

decisiones en la clirninación de reactores en hatos lecheros con baj:1 

incidencia)' en Ja detección de anirnah:s anérgicos. Aumenta la probahiJidnd 

de obscn.'ar lesiones características en Jos estudios de necropsia. cJirn inando 

así la inccrtidurnbrc de sacrificar anin1alcs reactores. no enfermos de: 

Tuberculosis bovina. con buena producción lilctc:i. ( .22 ) 
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Dcsafonunadmncntc In prueba de ELJSA presenta desventajas ya que para su 

aplicación se requiere de personal entrenado y equipo cspccinlizado con un 

costo aproxiruádo de $50.000.00 pesos di!"ponible únican1cnte en centros de 

Investigación y algunas Universidades. cuyo objetivo fundarncntal no es el 

diagnóstico. Por tal razón. PRON.1\BIVE (Productora Nacional de Biológicos 

Veterinarios) planteó Ja necesidad de contar con una prueba de diagnóstico 

con1plcrncntario a Ja prueba tuberculinica que coadyuve al avance de las 

campar1as zoosanitarias conrn1 Ja Tuberculosis bovina. que: pueda realizarse en 

un alto nún1cro de laboratorios de diagnóstico. con un rníninu.> <.h: inversión en 

cuanto a Ja adquisición de equipo y capacitación de personal. aplicando 

técnicas de f.;:icil nHn1ejo. con resultados confiables y reproducibles. que 

procesen v.arias muestras a bajo costo y en C<.>rto ticrnpo. Corno rcsul1ado de 

este plantearnicnto se propone el desarrollo y :1plicaci<.0

lll de la Técnica de 

lnmunopcroxídas:1. c:rnplenndo corno antígeno PPD bovino. cuya ventaja ha 

quedado 111anificsta en los trabajos que usan l;.1 prueba de E.LISA. La 

apJicación de esta técnica debe resultar atracti.,,.a al ganadero. ya que con una 

adecuada orientación y rnancjo de los hatos se logra rncjorar Ja productividad 

en las explotaciones y se avanz~1 en la Carnpaílas Zoosanitarias contra la 

Tuberculosis.( 19,22.23) 
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111. GENERALIDADES 

J. ANTECEDENTES.- La -ruhcrculosis es una cnfcnncdnd que se conoce 

desde hace siglos y fue hasta 1882 cuando Rohcrt Koch nisló el bacilo 

tuberculoso hurnano: Su trabajo sobre este rnicroorgani,nHl constituyó una 

i1nprcsionantc confirrnacibn de los criterios que c:J hahia scr1alado conll) 

necesarios para considcn:u- una bacteria corno agente ctiológ.ico de una 

enfcm1cd;1d infecciosa. (7) 

2 • .r'\.GENTE ETIC>LOC;1c:o .-Lo-. micrc><nga11isnH1s de la tuberculosis que 

afectan a Jos rnarnifcros son ,\/ycohacteri11111 111/n•rc:ulo.\·f\· (el principal 

causante de Ja tuberculosis hurnana) /J/. htn•b.· (Tuhcn::uJn..,is hnvina) ::- ,1/. 

1ifricanun1 (Tuberculosis hurnana en 1\frica tropicnl). Est;l ültirna especie 

tiene características intenncdias entre /U. t11h,.-rc11/osb.- y :11. brn•is. 

1\-loríologin.-EI género ,1-fycohac1'-•ri11'11. cst.<i cornpucsto de n1icroorganisr11os 

en fonna de bastón (rnicobacterias) que rararncntc tic...·nc rarnificaciones en 

condiciones con1uncs de cultivo. los cuales resultan rnuy dificiJes de tefiir para 

observarlos en tejidos. Estil caracterizado por su propiedad tintorial única de 

ácido - alcohol resistencia. con el rnCtndo de Ziehl 1'.:eelsen. Los ácidos 

micólicos principalrnentc pcnniten rclcncr intcnsarncntc colorantes básicos. 

como Ja fucsina fenicad.a. y resistir la decoloración con ácidos débiles y 

alcohol. ( 9) 

3. COl\tPOSICION QUll\llC..-'\.: La caractcristica química n1ci:s irnportantc 

de las micobactcrias es su alto contenido en Jipidos. con cantidades que 

oscilan entre el 20 y 40% de su peso seco. (60o/o en la pared celular) lo que 
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explica el carácter hidrófobo de los rnicroorganisn1os. que se rnuestra por una 

tendencia a adherirse a los otros durante el crccimi~nto en rncdios acuosos y a 

flotar en la superficie a pesar de o:u1adir al rnedio detergente que facilita la 

dispersión. ( 2. 7) 

La cantidad de lipidos en la pared celular. puede explicar algutrns de las 

propiedades características de las tnicohacterias. por cjcrnplo: la relativa 

in1pcnncabilídad a los colorantes. la n.:sistcnci;1 a la acción letal de los ñcidos 

y la resistencia a la acción bo:tctericida de los anticuerpos y el cor11plc1nc11to. A 

diferencia de la 111ayor parte de las bacterias patúgcnas que son aerobias y 

anaerobias facultativas. el b;1cilo tuhcrculosn es aerobio estricto. y 1nucstra 

una sensible preferencia nutricional por los lipidos de la ycrna de huevo. que 

es un constituyente de los rncdios enriquecidos utilizados para su aislarniento. 

en los n1cdios líquidos sintético~ el bacilo crece en grupos adherentes. que 

originan la fonnación de una pclicula en la superficie. para dcscontarninar la 

muestra. se utili7 .. a un tnétodo de tratainiento de ácido ale.ali. la rnucstra se 

coloca en una solución antiséptica de hipoclorito de sodio. se transfiere a una 

solución de ;icido clorhídrico. se neutraliza con hidroxido de sodio y se 

siembra en el n1cdio. El crecimiento es lento. tanto en rncdios de cultivo. 

como en anin1alcs. el tiempo de generación 111ás corto observado en rncdios 

enriquecidos es de 1 ::! horas. y el rnús largo seria de 36 horas 

aproximada1nentc.( 7.8.9) 

4. COMPOSICION ANTIGENICA.·Sc han d.:tcctado por lo menos 30 

antígenos distintos. algunos de estos son específicos de especie. 
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Los nntigcnos específicos son identificados 1ncdiantc reacciones de 

aglutinación y pruebas cutáneas en cobayos ernplcnndo proteínas pnrcialmcnte 

purificadas (PPD procedentes de 1nicobacterias distintns).( 12 .. 25) 

S. RESISTENCIA Al\1HIENTAL.· JUycoh<1cteri11m ho,.i.~ es una bacteria 

n1odcradnmcntc resistente al calor. a la descensión y a 111uchos desinfectantes 

(lns características hidrófobas de su superficie irnpiden la fijación y 

penetración del desinfectante). En suelos ácidos. autncnta la supervivencia del 

bacilo .. por lo que es beneficioso adicionar cal a estos suelos para incrcn1cntar 

su alcalinidad. Es destruido por acción de la lu:r. solar directa. y la resiste 

cuando se encuentra rodeado de hurnedad. En :lntbientcs tcn1plados .. hú111edos 

y protegidos (son1breados). puede pcnnancccr viable durante algunas sc1nanas 

e incluso meses. Corno cje111plo citmnos su pennancncia en heces hasta 5 

n1escs en invierno. 4 ntcses en otoño y ::! 111cscs en verano. La supervivencia 

del bacilo tuberculoso en las heces es de 178 días. 111icntras c¡ue en la hierba 

está limitada a ...\9 días. 

6. PATOGENIA.- Et principal agente etiológico para los bovinos es 

Alycobacteri11n1 htn•i.fi. c1 bacilo tuberculoso penetra en el organisn10 

principalmente por vía aerógcna. ta forn1a clínica y patológica más con1ún es 

la tuberculosis puln1onar. El agente causal al penetrar en los pulmones y 

1nultiplicarse .. fonna un foco pri111ario. que está acon1pa1lado de una lesión 

tuberculosa de los ganglios bronquiales del misn10 lado .. y de esta rnancra se 

crea el complejo primario. Estas lesiones pueden pcnnancccr latentes o 

progresar. de acuerdo con la relación binon1io agente infcccioso-huCsped. Si 

baja la resistencia del animal frente al bacilo tuberculoso. la infección puede 
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difundirse a otros órganos por vín linfohcrniitica o por Jos conductos naturales. 

con una generalización ternpntna. { 2 t ). 

Cuando el sistcrna inrnunocornpetcntc es incapaz de destruir los hacilos. estos 

formarán tubérculos en los lugares donde se uhic;:111. Los focos nuevos se 

sitúan princip.:1hncntc en puhnones. riñones. hígado. hazo y en Jos ganglios 

correspondientes. La generalización tarnbiCn puede dar lugur a una 

tuberculosis 1nilinr aguda. ( 21 ) 

La mayoría de las vcccs. la tuberculosis tiene un curso crónico y Jirnirndo u un 

solo órgano. el puhnón. El proceso es lento y puede ser clínicarncntc 

inaparcntc por largo tien1po; incluso 1..:ierto número de animales pueden pasar 

toda su vida útil sin sintonH1tología evidente. pero constituyendo una arnenaza 

potencial para el resto del huto. Otra forrna que se ohscrva con cierta 

frecuencia en anin1nlcs infcct.ados. en países sin conrrnl de la cnferrncdad. es 

la tuberculosis pcrh'lcea. o !'Ca Ja peritonitis o pleuresía tuberculosa. Se estirna 

que el 5% de las vacas tuberculosas. sobre lodo en casos avanzados. tienen 

lesiones del útero o rnetritis tuberculosas y que 1-2o/o presenta rnastitis 

tuberculosa. esta fom1a clínica resulta irnportantc no solo desde el punto de 

vista de Ja salud pública sino tamhién con10 fuenre de infección para los 

terneros que se arnnrnantan con J.:1 leche de 1nodo natural o artificial. En Ja 

tuberculosis adquirida por vía bucal. uno de los signos principales consiste en 

Ja tumefacción de Jos ganglios rcrrofaringcos. En los terneros. la lesión 

primaria suele asentarse en los ganglios rncscntéricos. sin que esté afCctada Ja 

mucosa intestinal. La cnfer111ednd es 111ás frccucrHc ¿J rncdida que avan7-a Ja 

edad del animal. debido al carácter crónico de la rnisma y al hecho de que con 

el transcurso del ticn1po hay nHis oportunidades de que los anhnalcs estén 

expuestos a la infección. (6.20.2 J) 
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Ln prevalencia de esta es rnás alta en vacns lecheras c¡uc en anin1alcs de carne. 

porque su vida cconórnica lltil es tnús prolongada._ y debido al rnayor cont.acto 

ni mo1ncnto del ordeño. a la cst:1bulación o scrnicstahulación. 

Tuberculosis sccundnria <) postprimaria: S111..:edt: en anirnalcs prcviarncntc 

sensibilizados. que sufren una segunda infccciún de origen cxl·1gene> o 

cndbgcno. siendo esta liltirna rnás frecuente. Dc~pués de un pcriodn rnayor de 

10 dias. se desarrolla una hipersensibilidad retardada (tipo IV) l'.on10 

consecuencia de una incapacidad de los rnacrúfagos para la destrucción del 

bacilo tuberculoso que produce una excesiva secreciún de linlt."lcinas a partir 

de los linfocitos T. respondiendo a una segunda infección que c<111 frecuencia 

es una rcactiv~ción tardía de un cornplejo primario. ( 2.1 O ) 

Estas sust.ancias ocasionan qui111iota:'\.is (atracción). prnlitCración y activación 

de Jos rnacrófag.os. prnduciéndost.• una reacción intlarnatoria y corno 

consecuencia de cstc se produce un tejido de granul;:u.:iún qw: presenta un 

tejido fibroso pcritCrico y Ja presencia de linf<."'lcitos adyacentes a los vasos 

sanguíneos. ( J .2.1 O) 

6.1 Vías de clin1inación: Los bacilos son clirninados con rnás frecuencia a 

travCs del aire expirado y esputo y por esta razón lo~ puhnones son los 

órganos que con rnás frecuencia exhiben lesiones tuberculosas. Tmnbién son 

eliminados en las heces. leche. orina. descargas vaginales. uterinas. scm inales 

y a partir de nódulos linfiíticos supurantcs. en todo caso. Jo que depende de Ja 

localización de las lesiones.( .24) 

7. INl\fUNIDAD. La respuesta in111unc adquirida por infección o 

inmunización activa. es de tipo celular. n1as que hurnoral. gencraln1cntc 

estimula la producción de linfocitos T sensibilizados. cspccificmncntc contra 
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nntfgcnos de la bacteria. A una post exposición del 1nícroorganis1110 estas 

células prolifc:ran y secretan linfocinas. las cuales. entre otras propiedades 

ricncn la capacidfü..I de activar a Jos rnacrof.agos. quienes fagocitan al 

,iryct.1hflCtL"ril1111 hoi·i ... ·• penl este se reproduce intracclul;1rr11cnte. Los 

nu.1crofagos de anirnales lubcn:ulosos destruyen a Ja!'> 1nicohactcrü1s rnas 

eficazrncnte y la especificidad .... e pierde ya que pueden actuar contra otras 

bacterias. corno l...i\"/L•ri11 ·'PP o /Jruc1.-ll11 ·''PP· La respuc .... ta inrnunc hurnoral 

del anin1al a Ja presencia de hacilos tuberculosos. cst;1 indicada por la 

ap;irición de ;1glutininas. precipitinas. opsoninas y anticuerpos fijadores de 

cornplcn1ento en el suero. Esta no es 111arc;1da y Jos rítulos de anticuerpos son 

bajos. La respuesta humoral. no es de 111ucho intcrC .... para la protccciún contra 

Ja infección. y;i que la inrnunidad rncdiada P'-'r cClulas. es mús cfic.:1.1: y en 

consecuencia 1n;is directa contra c.:icr1t.)S cornponentcs de Ja bacteria. La 

reacci<.in celular arnplific.ada conocida con10 hiper!'>ensibilidad esta asociada 

con la protección contra Ja infccc.:ión.( J 5.16.1 7) 

La reacción de hipersensibilidad es lenta y tiene valor en el diagnóstico. ya 

que cuando se aplica tuhc..~rculina a las 72 horas. se presenta una reacción 

infla111atoria en el sitio de Ja aplicación que es propt.)n.:iorwl al grado de 

infección o avance de la cnfcrrncdad. ( 2...i.26) 

8. TRATAJ\.llENTO: Dcsafor1unadamcntc los rcsultndos obtenidos a la 

lecha~ no han jusríficado el crnplco de quirniotcrapia especifica • como una 

forma práctic;i de erradicar la tuberculosis en el ganado. (2 J) 

9. CONTROL.-En los paises industriaJi7..;1dos. la Tuberculosis bovina. est.á 

erradicada o se cncucnrra en una fa.se avan7 .. ada de control. 111 ientras que en la 
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mayoría de los países en desarrollo la situación no ha n1cjorado o la 

prevalencia se c!ncucntra en aurnc.:1110. ( 20 ) 

En casi todos Jos po:tíscs de Europa occidental. Ja prevalencia de J.a infección 

bovina es inferior ni 0.1 %. En el hemisferio occidental. Co:urndú y Jos Es1adv:-. 

Unidos de An1érico:1 han reducido la la7,.;:1 de infección a nivt:lcs rnuy b:ijos. E.n 

América Latina. solo Cuba y Venezuela tienen prog.rarnas de control de 

cobcnura nacional. En varios países de Centro Arnérica y del Caribe. la tasa 

de infección es muy b;1ja. Las ta7as rnüs alt;1s de infccciún se encuentran en 

las cuencas lecheras. alrededor de las gr;mdcs ciudades de A1nérico:1 del Sur. 

La Tuberculosis bovina es irnport;uHe n<:l solo porque co11~1ih1)c una fucntc dc 

infección humana. sino tarnhién por las pCrdidas CCllflúmicas que ocasiona. En 

el hombre. Ja pre\:cnciún de la infecciún por /Jf. /)(n•h radica en la 

pasreuri7.ación de la leche y en Ja ,·acunación con BCCJ. así como en el conrroJ 

y erradicación dt: Ja Tuherculosis: ho\·ina. Las: carnpar)as de erradicación se 

basan sobre todo en Ja realización de pruebas tuhcn:ulínicas repetidas. hasta 

clirninar por con1plcto los aninrnlcs infec10:1dos de un rcha1)0.( 5.20.21) 

Aunque el 1.."lctor dctenninante del inicio de Jos prog.rarnas de control de la 

tuberculosis bovirrn fue un irnpacto sobre Ja salud püblic.;:1. su in1portancia 

económica ha sido bien den1ostrada. ya que produce pCrdidas directas. tanto 

en ganado lechero como en ganado de carne. ( 24 ) 

Los progran1as de control y erradicación de Ja Tubcn::ulosis bovina en Jos 

países desarrollados. se basaron en el en1plco de urw hcrrarnicnta 

fundamental: la tuberculina ""·icju de Koch". que usaron p¿1ra el 

diagnóstico. basandosc en el seguimiento y eli111inación de reactores. esta 

herramienta se reemplazó por el Derh·ado Proteico Purificado (PPD). 
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ganando sensibilidad y especificidad en el diagnóslico. y a su vez. esta prueba 

tuberculinica incrc1ncntó la especificidad n1cdiantc el cn1pJco de los PJ>Ds 

bovino y aviar en Ja prucha Cervical f-:lohlc C~on1parativa. ( 6 ) 

Muchos países del mundo en desarrollo se plantean actuahncntc control.ar y 

erradicar la tuberculosis bovina. si111ultüncarncnlc con acciones contra otras 

cnfcm1cdadcs del ganado que constituyen una traha para c:I dcsarn.1110 dc su 

ganadería. Esto sucede en una etapa histórica en Ja que la tecnología pucdc 

proveer nuevos 111étodos de control. En !\1éxico sc alcanzó un avance 

imponantc con Ja creación de Ja Ci\.NETH (Counpafla Nacional par;1 h:1 

Erradicación de la Tuberculosis bovina y Brucclosis). cn:;1do por 101 s ... :\.GAH. 

(Secretaria de Agricultura Ganadería y l.Jcsarrollo Rural) la cuúl contempla 

en sus distintas fhses rnucstrcar el 1 OO~·ó de ganado en el tcrri1orio nacional en 

un pcriódo de cinco afios. instnnnentar Comités de Carnpaila en cada entid::1d; 

consolidar el sistcrna de vigilancia. inspección y düignóstico (con la 

implcn1cntación y refuerzo <le laboratorios de diagnóstico cspcciaJiz4-.r¡do. 

estaciones cuarcntcn~1rias y casetas de inspección y verificación).A raiz de 

reuniones entre autoridades y productores para abordar el problema de la 

Tuberculosis. varios cstados han declarado de interés público las can1parlas 

para atacar las referidas cnfem1cdadcs. Jo cual ha rcfbr.1:ado que las can1pa11as 

sean obligatorias y perrnancntcs.(5.6.9.~ l .:?.4) 

JO. SALUD PUBLICA: ,.\J hablar de Ja tuberculosis hurnana de origen 

animal .. la idcntiticanios con la producida por Alycobt1cteril1111 t11ht!rc11la.\·i,·. 

sin dejar de considerar la ocasionada por .1.'ilycobt1cteri11111 boi•is. ( 19 ) 
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Aunque la transntisión interhuntana es posible se considera excepcional. Por 

el contrario. está probada la preponderante intervención de las fuentes 

anirnnlcs en el contagio del hotnbrc. la vía de infección depende de los hábitos 

ali1nenticios • de higiene y de la ocupación profesional con leche cruda y de 

que no toda la quf.! se consurnc es higicni:l' .. ad¡t. La ingestiún de leche 

contaminada constituye una fuente de infección para el hornhrc. Esta vía de 

cli1ninación es dL" especial pelig.ru para el hornhre. ya que puede existir 

cli1nin¡1ción del bacilo sin que e:\.ista altcraciún en el aspecto c~tcrno de la 

leche. ( 2 1 ) 

En zonas de i'\.tnérica Latina donde la leche se consurnc hervida. esta vía de 

infección ha sido restringida; no obstante. si la prevalencia de la tuberculosis 

en el ganado bovino de la zona es elevad¡1. la infección hurnana persiste conto 

consecuencia de la pn:par¡ición de subproductos (crcrna. ntantcquilla. queso 

etc.) con leche cruda y de que no toda h1 que se consun1c es higicni7 .. ada. 

Además en estas arcas la vía aerógena es prcdon1inantc.( ::!.. 10.19.::?. l .::?.4) 

11. METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS BOVINA 

Los métodos de diagnóstico pueden ser directos o indirectos. Los primeros 

son los que detenninan la presencia del agente etiológico en el organisn10 de 

sus componentes o productos derivados a travCs de la bacteriología y la 

histopatologia. Los indirectos por ntcdio de Pruebas lnn1unológicas. por 

ejemplo: la prueba intradérmica. la pn1cba de ganuna intcrfcrón {11-~ ) o las 
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pruebas scrológicas aplicando las técnicas de ELISA o lnmunopcroxidasa • 

entre otras. (5,13.14) 

11.l METODOS DIRECTOS: 

11.1.1 DiuJ,!nÓslico BactcriolbJ:ico: 

Es necesario sun1cr-gir tejidos en solución saturada de borato de sodio. esta 

solución inhibe el crecirnicnto de 111icroorganis1nos contan1inados y preserva 

la viabilidad de las rnicobuctedas. si se trata de ganglios aparentctncntc 

afectados • .se deberán enviar cornpletos sin grasa y si se trata de otro tejido se 

deberá seleccionar la posible lesión enviando muestras de aproxitnadarncntc 

1.0 cn13. El tien1po 111.::ixirno que podrá pcnnancccr el tejido en la solución de 

borato de sodio es de 4 sen1anas ya que en estas condiciones con el tiernpo se 

va perdiendo la viabilidad de las 1nicobacterias. 

Por obscn.-ación directa. 1ncdiantc la tinción de Zichl Ncclsen para 

microorganismos ácido - alcohol r-csistcnte en frotis realizados con el 

material sospechoso. En caso de ser una n1uestra positiva. con esta tinción 

se observarán bacilos teñidos de color rojo. Puede utilizarse n1icroscopia 

de fluorescencia. 1nediante la tinción con aurarnina - rodamina o 

auramina-fenol que tiñen a la bacteria de color verde lin1ón brillante. 

Por cullivo bactcriolóJ:ico. aislamiento e identificación de 

Mycob"cteriun1. a través de la sien1bra de rnatcrial sospechoso en n1cdios 

de cultivo especiales con10 Stoncbrink y Lo"\.'cnstcin Jcnscn obteniendo 

el crecimiento de 30 a 45 días 4tproxi1núdan1ente. 
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11.1.2 Dia~nó.stico histopatolÚJ!ÍCo: 

Las 111ucstras con lesiones sugestivas a tuberculosis. deberán fijarse con 

solución amortiguada de fonnol al 10.0 o/o. el ta111ailo de las nlisn1as dcbcní 

ser de nproxirnadanu:ntt.: 1.0 c1113 y en una proporción de una parte de tejido y 

nueve de fonnol. 

Se deberá utili:r .... 'lr la tinción he111atoxilina-eosina. Esta técnica pcrn1itc 

identificar cualquier cmnbio tnorfológico de los tejidos. así como la 

presencia de granulornas. 

Mediante la tinción de Zichl Ncelscn en frotis rcali;r.ados con el 1natcrial 

sospechoso.( 1.6.19) 

11.2 METODOS INDIRECTOS: 

Estos dctcrn1inan la respuesta del huésped al agente etiológico. Esta respuesta 

puede ser humoral (producción de anticuerpos circulantes). o celular. tal como 

la alergia tubcrculínica o In liberación de gan1nu1 intcrfcrón por parte de los 

linfocitos en presencia de tuberculina. ( 6) 

11.2 .. l Prueba intradérntica. con el empico de la tuberculina tipo derivado 

proteínico purificado (PPD). La reacción es especifica mediada por células. Se 

desarrolla en dos etapas. los linfocitos T ciJ"culantc;s sensibilizados. encuentran 

primero al antígeno inyectado. y responden haciendo que las células cebadas 

vecinas se dcgranulcn y liberen factores vasoactivos con10 la serotonina. ( 21 ) 
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EJ aumento en la pcnneabilidad y la apertura de los espacios entre las células 

endotclialcs de los capilares pcnnitcn que más linfocitos ·r cn1ig.rcn desde la 

sangre al interior de los tejidos. En la segunda etapa de la reacción. estos 

linfocitos T que crnigráron cncucnlran a los ;uHigenos que les presentan Jns 

células de Langerhans: se dividen. diferencian y liberan linfocinas. Los 

macrófagos sc acun1ulan en el lugar. debido .a la liberación de factores 

quimiotácticos. su migración se inhibe por la acción de factores inhibidorcs. 

La reacción alcan7.a su nHlxirna intensidad entre :?4 y 7:? horas después de la 

inyección y puede persistir durante varias scrnanas y desaparecer 

gradualnH:ntc. En las rc;1ccioncs rnuy graves. puede aparecer nec.-osis en el 

lugar de la reacción. ( 1 ) 

El método de prueba tubcrculinica no debe considerarse como única prueba 

en la vigilancia cpizootiológica.EI desarrollo tecnológico aporta actualmente 

nuevas posibilidades al diagnóstico. que deben tenerse en cuenta y evaluar su 

utilidad en cada situación concreta. ( 6 ) 

Actualmente se hallan en fa etapa experimental o de evaluación. algunas 

pruebas in vitro que podrían. una vez dctcm1inada su eficacia y operatividad 

en condiciones de carnpo. empicarse como pruebas complcn1cntarias a la 

tuberculinica. ya sea para vigilancia epizootiológica o para confinnación 

diagnóstica. ( 6 ) 

El uso de pruebas "en serie" aun1cnta la especificidad final del diagnóslico al 

ir seleccionando cada prueba a una población con mayor prevalencia que la 

anterior.( 1 ,6,2 1) 
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Por lo tanto. contar con una .. batería .. de pruebas diagnósticas. utilizadas con 

buen criterio puede resultar tnuy bcncficos para los programas de control. 

11.2.2 •. Lns pruebas i11 t•itr11 propuestas actualnu:nte son: 

A.-Una pruc-ba sin1plc de ••coaJ.!uluciún de sans;:rc en presencia de 

i:tutarahlchido". en la <.1uc el ticn1po de coagulación es menor cuando 

tnayor es la concentración de imnunoglohulinas y fihrinógcno. De esta 

prueba existe aún rnuy escasa int<.1rn1ación sobre su eficacia.( 19 ) 

Los niveles elevados de lgG circulantes anti-~\tycobt1c1L•ri111n. tienen 

aparcnten1cnte buena correlación con la presencia de lesiones 

tuberculosas in1portantcs y la existencia. por lo tanto. de gran cantidad de 

antígeno bacilar en el organisrno. Los rnCtodos que se basan en esta 

detección tienden a diagnosticar la cnfcn11edad y no la infección cl.ln 

lesiones n1ininu1s. Esto tendría aplicación en situnciones de prevalencia 

media o elevada. con g.ran difusión. donde en una primera etapa se 

podrían elirninar los ani111alcs con cnfcnned¡1d avan7 .... ada. que son la 

principal fuente de infección en el hato.( 12.14.19.:!2). 

B.-Determinación de ~an1n1a intcrfcrón., liberado por los linfocitos en 

presencia de antígenos n1 icobactcrianos. recientemente perfeccionada 

mediante el empico de anticuerpos 111onoclonalcs. es un rnétodo ;,, '•itro 

que correlaciona 111uy bien con la infección tuhcrculosa. Las ventajas de 

estas pruebas con respecto a la tubcrculinica son especialmente operativas 

y sobre esa base ha sido adoptada en Australia. ( 3.20) 
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Los animales que han sido expuestos al ftfycohllctL•ril#nl h<.n·i~. que han 

contraído unn infección tiene linfocitos Ten la sangre sensibili7..::1dos a Jos 

antígenos n1icobactcrianos que se cncucntn1n en el derivado de la proteína 

purificada (PPD) del•"'· hoi.•i ... -. En los aninHdes infectados, se observa una 

respuesta de hipersensibilidad retardada (DTJ 1) i11 ril•o. después de la 

administración de una inyección suhi.:utúnca del PPD del ,\f. h<n•is. Esta 

respuesta DTJ f puede sirnularsc i11 ¡.•itro si se C:\.poncn Jos linfocitos de los 

bovinos infectados al PPD de .'l.I. h1n·ú·_ En respuesta .a esta exposición. 

los linfocitos T scnsibili:l' .. .ndos producen garnrna intcrfi:rún. que puede 

detectarse con la prueba dc IFN bovin(l. Los linfocitos provenientes de 

anirnalcs que no han estado expuestas a estos antígenos no producen 

gan1n1a interfcrón. Por lo tanto. la detección de gnn11na interferón se 

correlaciona con una exposición al /JI. ho•·i\·. 

Los resultados ak.::u1;;r_ados detectan desde una infCcción incipiente hasta 

una tuberculosis activa. pero al igual que la prueba tubcrculinica. no 

detectan un cieno porcentaje de anirnales enfern1os. Jos anérgicos con 

tuberculosis discrninada. Estos rnétodos ;,, ••itro de detección de respuesta. 

celular. tienen las misn1as indic.::1cioncs que Ja prueba tubcrculinica en un 

programa de erradicación. Pueden pn:sentar sobre ella ventajas 

operacionales. ya que se rcali7 .. an sobre una rnucstra de sangre. no 

requieren doble rnoviliz .. ,ción y no interfieren con pruebas posteriores en 

el animal. (3.11.:!0) 
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C.-Las técnicas inn1unocn:1.inuític11s: 

ELISA : ( Enzynu.'-Linkcd inn1unosorbcnt A.ssay) se fundamcntnn en et 

uso de antig.cnos o anticuerpos rnarcados con unn cnzi1na de fonna que: 

los conjugados rcsult.antes tengan actividad tanto i111nunológ.ica con10 

enzi111útica. Al estar uno de los contponcntcs (antígeno o Hnticuerpo) 

marcado con una cn:l'.i1na e insoluhitizado sohrc un soporte 

(inmunoadsorbcntc). '" reacción antígeno anticuerpo 

inmoviliz.ada y por tanto. podrá ser fácihncntc revelada n1cdiante la 

adición de un sustrato especifico que al actuar en la cnzirna. producirú un 

color observable a si1nplc vista o cuantlticahlc 1ncdiantc el uso de un 

cspcctrofotó111ctro o colorilnctro. Los cnl'.ayos imnunocnzirnáticos se 

caractcri7 .. .an de alta especificidad y haja scnsihilidad para detectar la 

cnfcm1edad tuberculosa. {_)ctccta la presencia de inn1unoglobulinas del 

tipo lgG¡ bovin~1. contra l\licoh11ctcri"-•i (respuesta inrnunc hmnora1) y. 

sus resultados positivos. se correlacionan con 1a presencia de lesiones 

tuberculosas 1nicroscópicas (cnfcn11cdad). pero no detectan infección 

incipiente. debido a su hajn scnsihilidad. Por tanto pueden ap1icarsc 

selectivamente par..i disminuir la prevalcncia de tuberculosis en ganado 

lechero o estabulado. 111cdiantc la detección y clin1inación de los 

animales cnfcnnos. {.:?.3). 

TECNICA DE INMUNOPEROXIDASA: La prueba indirecta de 

inmunopcroxidasa in1plc1ncntad;.1 en la Productora Nacional de 

Biológicos Veterinarios. está sustentada en los principios básicos de la 

prueba de ELISA (cnsavo inmunoenzin1ñtico).Las tCcnicas de 

inmunoperoxidasa son bas.."1.das en el uso de la enzilna pcroxidasa (aislada 
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de la miz de n\bano) con10 1narcador para demostrar antigcnos o 

anticuerpos a los niveles celulares o subcelulares. estos rnCtodos fueron 

originalmente propuestos por A vran1cas ( 1969) y Na ka ne y Picrcc 

(1966). 

Esta se desarrolla direct:.unente sobre rnicroplacas de 96 pozos sensibilizadas 

con antigenos ftlycob11teriu111 ho•·b;, que detectan lgG 1 • Se les aplica 

sueros en prueba. controles positivos y negativos y la reacción 

antígeno- inn1unoglobulina se revela por la adición de la proteína G 

conjugada con pcroxidasa se fija la porción Fe de los anticuerpos y Ja 

reacción enzirn:.:itica es evidente. al .alladirsc el sustrato que degradado 

por Ja enzima activa al indicador que tiiic de r11ancra característica a los 

pozos contenidos de suero procedente de bovinos infectados (positivos). 

La reacción quin1ica de la cnzi1na pcroxidasa sobre el sustrato da co1110 

resultado una moJCcula de agua y una de hidrógeno y al a11adir el 

cromOgcno este cede un electrón. Jo que provoca 4uc la reacción sea mils 

intensa y se hace aparente con el viraje del color. 

La prueba es cualitativa y de acuerdo a sus características de sensibilidad y 

especificidad es una opción relevante para seleccionar rápida y 

eficazmente sueros positivos y negativos a Aes específicos contra 

A-lycobucteriun• h<n•is.(3 .. 16 .. 1 8.22.23) 
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IV. OBJETIVOS 

Evaluar Ja Técnica de inmunopcroxidasa como prueba complcmcntarin a la 

tuberculinica.. aplicada al diagnóstico scrológico de Ja Tuberculosis bovina9 

bajo el principio de fiíciJ manejo y costo n1inimo~ de tal forma que coadyuve a 

mejorar In toma de decisiones para enviar a rastro animales reactores 

provenientes de explotaciones lecheras y parn la detección de animales 

anérgicos a la prueba intradérmica. 
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V. MATERIAL Y METODOS 

Esta es una prueba realizada en la Productora Nacional de Biológicos 

Veterinarios (PRONABIVE) en la cuál se utilizó lo siguiente: 

l. 11-IATERIAL: 

A) Microplacas 

Microplncas de policstircno Costar de 96 pozos de fondo plano 

B) Micropipera": 

Micropipctas con graduación de t O a 150 n1icrolitros. 

l\.1icropipctas n1últiplcs de 8 canales con graduación variable de 20 a 200 

microlitros. 

C) Anrígcno: 

Antígeno de 1'lycobt1clt!riu111 hoi·i~· (PPD bovino modificado) el cuál se 

obtuvo de PRONABIVE. 

D) Soluciones: 

Solución de lavado, SX (Ver apéndice 1 ). 

Solución diluyente, SX (Ver apéndice 1 ). 
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E) Conju¡:ado: 

Proteína G - peroxidnsa (Ver apéndice 1 ). 

F) Suslrato o Indicador: 

3 amino 9 cthil carbazol. (AEC) (Sygma lnmunotes No.5 1991 

lnrnunopcroxidasc Substr.:1tcs )(Ver apéndice 1 ). 

G) Su.,ros: 

Sueros control: positivo y negativo anti llf. ho,·i~ proporcionados por 

PRONABIVE 

SO muestras de suero de origen bovino de hatos libres de tuberculosis 

bovina. 

325 n1uestras de suero de origen bovino de hatos con incidencia de 

tuberculosis bovina., que se distribuyeron en cinco grupos al az...'l.r~ en base 

a la procedencia y al tipo de prueba tubcrculinica que se aplicó a los 

animales 

En el cuadro No. J aparece Ja distribución de estos grupos: 
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Cuadro Nº 1 

Procedencia de n1ucstrns de suero y tipo de prueba tuhcrculinica 

aplicada. 

Estado Pbn. rll7-11. c'\.plot11ci611 rnue~tra~ posili"·os nt.--i:nth·os 

(~rupo) nplicadn. 

Sonora caudal Charoláis 123 34 89 

(1) 

Coahuila caudnl llolstein leche -15 45 o 
(11) 

Puebla caudal Jlolstein leche 32 32 o 
(111) 

Subtotnl cnudnl 200 111 89 

Sonora doble llolstcin leche 125 62 63 

(IV) 

U.Cal. doble llolstcin leche 50 o so 
cv¡• 
subtotal doble 175 62 113 

Total cnudnUdoblc 1 1 3751 1731 2021 

Control ncgath,·o., con más de 5 años de no presentar reactores a la 

tuberculina en el hato. 

Los sueros de los grupos l. 11 )' IJJ pcncncccn a 200 bovinos que se les 

practicó la prueba caudal provenientes de los estados de Sonora. Coahuila y 
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Pueblo respectivamente. presentando un 55.5% de reactores. El grupo IV. se 

formó con 125 sueros de nnitnales so1netidos a la prueba cervical doble 

comparativo procedentes del estndo de Sonora. con una incidencia de 49.6%; 

finalmente el grupo V. quedó como control negativo en1pleando 50 sueros de 

bovinos ubicados en fv1cxicali. Baja California procedentes de un rancho que 

en los últin1os 5 ai\os no ha presentado reactores a la tuberculina. en estos 

nnin1nlcs se repitió la prueba doble con1parativa. encontrando 0.0o/o de 

reactores.( 3, 12.23) 

2.METODOS 

Los 375 sueros se son1cticron n la prueba de Inmunopcroxidasa (PIP). 

A continuación se describe la técnica usada : 

Se emplearon las microplacas de fondo plano previamente sensibilizadas con 

el antlgeno, lUycobt1clerium bo>•i.~ (PPD bovino modificado PRONABIVE) 

distribuyéndolo como se indica en la Figura 1. 



Figuru I 

Microplaca de fondo plano sensibilizada 

1 2 J 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A DDDDDDDDDDDD 
B DDDDDDDDDDDD 
e DDDDDDDDDDDD 
D DDDDDDDDDDDD 
E DDDDDDDDDDDD 
F DDDDDDDDDDDD 
G DDDDDDDDDDDD 
H DDDDDDDDDDDD 

• Pozos contenidos de :.intigeno de if.lycoh11cterit11'1 hol·is 

(Columnas 1..2.-4.S,7 .8.10,11) 

- Pozos contenidos de diluyente, sin nnti~cno 

(Columnas 3.6.9.12) 
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Des11rrollo de In Prueba lndirectu de lnmunopcroxidasa: 

1. Lavar las placas con solución de lavado. (ver upéndice 1) cuidando que 

todos los pozos se s;tturcn con dicha solución. secarlas. primero 

eliminando la solución de lavado y cnscguid;1 cscurricndola cuantas veces 

sea necesario sobre una gasa limpia. 

2. Adicionar 50 microlitros de solución diluyente en cada uno del total de 

los pozos. 

3. A continuación se agregan 50 rnicrolitros del suero control positivo de 

1'lycohacteriun1 ho,•i.\· en cada uno de Jos siguientes pozos A 1. A2 y A3; 

en tanto que los controles negativos se adicionan en los pozos B t. B2 .. BJ. 

4. Se distribuye el rnisrno volumen de los sueros problcn1a sin diluir. en el 

resto de los pozos. por ejernplo: 

Problcn1a 1 .. adicionar en los pozos C 1 .. C2 y CJ. 

Problema 2. Adicionar en Jos pozos D 1. 02 y 03 y así sucesivamente 

hasta completar el últin10 problcn1a en los pozos. H 1 O. H 1 1 y H 12. 

S. Una vez que se colocó el total de sueros en la Microplaca .. esta se incuba a 

37°C. por espacio de 60 rninutos. 

6. Lavar las placas corno se indica en el punto número 1. 

7. Distribuir SO microlitros de proteína G - pcroxidasa. en cada uno del total 

de los pozos. La microplaca se incuba a 37ºC .. por espacio de 60 minutos. 
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8. Repetir el paso del inciso nUmero 1 y 6. 

9. Adicionar 50 n1icro1itros de 3 an1ino 9 cthil carbazol sustrato (AEC) 

(previamente preparado). en cada uno del total de los pozos. La 

microplaca se incuba a 37ºC. por espacio de 20 a 30 rninutos. hasta que 

aparezca un color café rojizo en los pozos que contiene antígeno. donde se 

coloco el suero control positivo (A 1 y A:2). el pozo AJ pcnnanecc igual 

que los B 1. B2 y B3 del suero control negativo. ver adclantc.(3.13.14 ) 

INTERPRET ACION: 

Para que la prueba sea válida los pozos (B 1. B:2 y BJ) del suero control 

negativo pennanecerán sin can1bio ( color rosa tenue). 

Los sueros problema que presenten color café rojizo se consideran 

positivos. Aquellos que presenten el mismo color en el pozo que no 

contiene antígeno (columnas: 3. 6. 9 y 12). se considera que presentan 

reacción incspccifica y se repetirá el muestreo y prueba. De la rnisn1a 

manera aquellos sueros que presenten tanto reacción positiva como 

negativa para la rnisn1a muestra deberán repetirse. 
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En Ju figur;:1 No. 2 s~ n1uc..-~Ha una pla<.:.a .">t:n~lbili;;rada. (;(_1ntcu1cndo el 

diluyente sin antí~ct1l1 en J:i, ~olwnnas tJ.·J.7.10) y d antiµ.cnn 

,\fyt:ohat•ft•n1u11 ñ1H·1 .. ~11 las t..:ulun111~1 .... c2. ;.~.t..X.'>.11. I~) St.• d1...,t11huyl..'"1on 

cuarro suero~ (·l 11.·1~"".1<1.".·l--; 1 L"Pll10 .... 1..· <:"1.plica c..·11 la h.:1.:nn.::1 

}Jul"h' 1~,;11.:..:u\11 p11 .... 1f1\;1 de ..... ·~l11.:1.i .... 1·t t 1 :'> l-:"'.\) d1..· ;.1111ni.dc-.. c11fC-rr11n ..... en las 

coluinnas(~.3 ~ 1 J.f ~1 dd h•Tal di..· J"1J;1-.. • \ ::· lfl d1,11dc 111-., Pº-"ll"" ~e l•h,cn.an 

de color cufC: rc..~Jl.l'o ::-- .ti 1...·1.:1111.1 f.1 d1..· 111-.. ~ -..ue111 .... 1 J~«:. :-- 3(1'.'\J lk ~n1unalc .... 

sanos con rcnccu)n nc:_gall\:1. J11-.. p(1n1 ..... pc1111:1111..·~c.:n .... 111 1...·,.Jpr l.."n L1-. 1...·t1lunu1;i.... 

5,6.y 8. 9 de las fila-' ( r\ = 11 > 

F 1 CJ U R .-\ i'o. 2 
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De los animales de los grupos 1 y IV. el Comité para In Erradicación de la 

Tuberculosis Bovina y Brucelosis del Estado de Sonora. envío a sacrificio 

veinte bovinos. doce reactores a la prueba caudal del grupo 1 y ocho. del 

grupo IV reactores a la prueba doble comparativa. con el objeto de l'"cali7'..ar 

estudios a la necl'"opsia. histopatología y bacteriología. (3.13.1 S) 

Aislamientos de ftlycobucteriunr ·'PP de 6 animnlcs. se enviaron al Instituto 

Panamericano de Pl'"otccción en Alin1cntos y Zoonosis (INPPAZ). para su 

tipificación. (vcl'" Apéndice No.3) 

En base a los resultados de histopatologia y aislan1iento bacteriológico se 

determinó la sensibilidad y especificidad de la prueba de inmunoperoxidasa. 

así corno el valor predictivo de la prueba para animales positivos y negativos 

enfcrn1os y sanos de tuberculosis bovina. respectivamente; aplicando la 

técnica de Tomas. K. ( 13. 25.26). en el apCndicc 2. se muestran los cálculos. 
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VI. RESULTADOS 

En el cuadro nluncro 2 se presentan los resultados obtenidos con las muestras 

de sueros sometidos n la prueba de lninunopcroxidasa. donde se observa que 

el grupo 1 (Sonora) 11 (Coahuiln) y 111 (Puebla). presentaron 30. 20 y 5. 

positivos rcspcctivan1cntc. En sun1a en estos grupos se obscn.'aron 55 sueros 

positivos que equivalen a un 27.So/o. 

Los sueros de los anitnalcs del grupo IV (Sonora) presentaron 38 positivos 

que corresponde al 30.4°/o. Los sueros del grupo V (Baja California). 

considerados con10 control negativo no 1nostraron reacción positiva. 

En el cuadro 3. aparecen los resultados de los 20 bovinos sacrificados donde 

se obsen.·a qui.! de estos .. 18 presentaron lesiones características de tuberculosis 

a la necropsia. Diez fueron positivos a la prueba histopatológica. mismos que 

resultaron positivos a la pn1cba de in1nunopcroxidasa. de estos se obtuvieron 9 

aislamientos. de los que se enviaron 6 a tipificar al INPPAZ. los 3 restantes no 

se enviaron por presentar contaminación. Se espera purificarlos para efectuar 

una adecuada identificación. 

De las 6 muestras resultaron 4 positivos a A'ycoh11cterium bo,•i.'i y :? a 

Mycobacteri11n1 spp atípicas. En el cuadro Nº 3. aparece un resumen de los 

resultados previamente descritos. de las pruebas tubcrculinica e 

lnmunoperoxidasa. así con10. de las lesiones a la necropsia y pruebas de 

histopatología y bacteriología. en el apéndice 3 se anexan los resultados del 

INPPAZ. 
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Con respecto a los resultados de histopatologia la prueba presentó una 

sensibilidad y especificidad de 100%. en tanto que con relación ni aislamiento 

bacteriológico la sensibilidad corresponde a 100% y la especificidad de 

90.9o/o. El valor predictivo en animales enfermos de tuberculosis bovina es de 

90.9 a IOOo/o. mientras que en animales sanos es de 100%. En el cuadro Nº 4 

se observan estos resultados y en el apéndice 2. los cálculos según Ja técnica 

de Tomas. K. ( 13) 
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CuadroN" 2. 

Resultados de la prueba de lnmunoperoxida,.a. 

Estado (grupo) Nºde muestras posíth•os negativos 

Sonora (1) 123 30 93 

Coahuila (11) 4S 20 2S 

Puebla (111) 32 s 27 

sub total 200 SS 14S 

Sonont (IV) 125 38 87 

B. Cal. (V) so o so 
subtotal 175 38 137 

f Total 
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CuadroN' J. 

Co•pa11Kió1 de resullados fllre las prwbu de luhen:uliaa, inmU1opero1idasa, las lesiones a la 

attropsia ,· 1u pmbu dt lli!lopalología y baderiología. 

'"'po 11i1Ules 11btnuli11 

sacrificados 

+ . 

1 12 11 1 

11 * * * 

111 * * * 

IV 8 8 o 
V * * * 

lotalt5 20 19 1 

No u enviaron 1nim1ln a rutro. 

** No 5t en~iaron a tipiílfar. 

l11m11~ 

pero1idua 

+ . 

4 8 

* * 

* * 

6 2 

* * 

10 IO 

lesiomes butopalologia batltriología 

+ . + . + . 

12 o 4 8 J** 9 

* • * * * * 

* • * • • * 

6 2 6 2 6*** 2 

* * • • 
18 2 IO IO 9 11 

*** St en1·iaron 6 muestru a lipií1m al INPPAZ, resultando 4 posith·u a ~~'CObacterium bo1·is y 2 a 

~lyco/Jacterias alípitas. 
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CUADRONo.4. 

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD 'V VALOR PREDICTIVO DE LA 

PRUEBA DE 

INMUNOPEROXIDASA. 

Con r~pe<-to •: 

HISTOPATOLOGiA. 

AISLAMIENTO 

BACTERIOLÓGICO. 

Mnsibilid•d. Especificidad. 

100% 

1009/e 

*V. P.= VALOR PREDICTIVO. 

v.r. V. P. 

POSITIVOS.• NEGATIVOS.• 

36 



VII. DISCUSION 

La prueba intradénnica (tuberculina). es Ja principal hcrran1icnta en el 

diagnóstico de la Tuberculosis bovina y por ende en las campailas 

zoosanitarias contra Ja cnfc:nncdad. sin cn1bargo. presenta algunas limitantcs 

sobre todo en hatos donde la incidencia es baja. ya que cuando se envían 

animales a sacrificio no se encuentran lesiones a Ja necropsia intcrprctandosc 

como falsos positivos a Ja prueba de tuberculina esto se debe principalrncntc a 

Ja elevada sensibilidad de la prucha que no distingue entre anin1alcs sanos 

expuestos al lllyc11h11c1eri11n1 htn•ú· que desarrollan una buena respuesta 

inmune y por lo tanto no presentan lesiones. Pnr olra panc animales 

susceptibles que n1anificstan baja inmunidad. presentan la cnfcnnedad con 

lesiones características. En este estudio la pruch;1 intradér1nka. se con1portó 

confom1c a lo anterior en Ja aplicación de la tCcnica anocaudal y en la doble 

comparativa se observa una 1nayor sensibilidad. (ver cuadro Nº 3). 

Subrayandosc que la prueba intradém1ica detecta la respuesta inrnunológica 

de animales cnfcrrnos y anirnalcs sanos que estuvieron expuestos al"'· hot.•is. 

En referencia a los resultados positivos (Cuadro No.2) de la prueba de 

fnmunopcroxidasa con respecto a la tuberculina caudal se observa una 

correlación de 49.5% y a la doble co1nparativa de 61.3%. lo que indica una 

menor sensibilidad de esta prueba para detectar animales expuestos al 

Mycobacte,iun1 bot.•it". Sin en1bargo. presenta una sensibilidad y especificidad 

aceptables para diagnosticar animales enfennos (Ver cuadro 4 ). 

La tuberculos!s en los bovinos sugiere un comportamiento anitlogo al descrito 

por Mossman T., Scott P y Yamamura M: encontraron que la respuesta 
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inmune cclulnr contra tuberculosis (tipo Th 1) es orientada a Ja protección de 

los individuos expuestos y estos no desarrollan la enfermedad y por lo tanto 

tampoco signos característicos; en tanto que nqucllos individuos que inducen 

una respuesta hurnoral (tipo ,-h2). no confieren protección cotno resultado de 

una ineficiente nctivación de los n1ncrofagos. ( 4 ) 

La respuesta in1nunitaria celular. tipo Th 1. se caracteriza porque las células 

que intervienen producen: intcrlcucina 2. gamn1a intcrfcrón IFN y factor de 

necrosis tumoral. este últi1110 en conjunto con los rnácrofagos activados 

participan en la inflan1nción local que se induce con la aplicación de la 

tuberculina n anirnalcs inn1unes. ya sea que se encuentren sanos o enfermos. 

(4) 

Por otro lado. la respuesta hu111oral tipo TI1:2. se caractcri:r.a porque las células 

que participan producen intcrlcucinas .i. 5. 6 y 10; y los individuos 

generalmente sufren la cnfCnncdad. produciendo títulos elevados de 

anticuerpos contra el bacilo tuberculoso. En este sentido es rcco111cndable la 

aplicación de técnicas scrológicas para el diagnóstico de tuberculosis en 

individuos cnfcnnos y diferenciarlos de aquellos que estuvieron expuestos al 

bacilo tuberculoso y desarrollaron un respuesta inmune que Jos hace reactores 

a la tuberculina o gan1n1a intcrfcrón. que están protegidos y no sufren la 

enfermedad. (4) 

Las pruebas inmunocnzin1titicas. como la de ELJSA han mostrado su Utilidad 

para el diagnóstico serolOgico de bovinos tuberculosos (22). sin embargo en 

las condiciones de paises en desarrollo resulta con desventajas ya que para su 

aplicación se requiere de personal altamente calificado. y equipo 

especializado (lector de ELISA) con un costo elevado. contra las ventajas que 
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ofrecen otras pruebas en este caso la de Inntunopcroxidasa. que no requiere de 

personal capvcitado y equipo espccinli7..ado que permite leer las reacciones e 

interpretar los resultados dircctarncntc.(3.14.18.22) 

Considerando que la técnica de lnmunopcroxidasa (PIP) en este estudio 

presentó una buena sensibilidad y especificidad. así como. un elevado 

porcentaje del valor predictivo para detectar anilnalcs cnfcm1os y sanos (Ver 

cuadro 4). es rccornendable su uso con10 cornplcrncnto a la prueba 

intradérmica (tuberculina). sobre todo. en hatos de bovinos destinados a la 

producción de leche. en vinud de que en los animales que resulten positivos a 

la PIP. presentan una deficiente respuesta inmune y son mas susceptibles a la 

tuberculosis. por lo que aumenta la probabilidad de observar lesiones 

características a la necropsia. En tanto. que los reactores a la tuberculina. que 

resulten negativos a la PIP y que presenten un buen prorncdio de produccion 

de leche. scgurantente se encuentran protegidos y no padecen la cnfcnncdad. 

por lo tanto. para evitar el sacrificio de ••reactores. falsos positivos a la 

tuberculina" no deberán enviarse a sacrificio al rastro.(3.14)) 
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VIII. CONCLUSION 

Se concluye que In técnica de lnmunopcroxidasa. presenta buena sensibilidad 

y especificidad para diagnosticar la tuberculosis bovina en animales que 

sufren estadios avanzados de la enfermedad. por lo que resulta de utilidad en 

et diagnóstico con1plcmcntario de la Tuberculosis Bovina en hatos destinados 

a In producción de leche y que puede representar una hcrran1icnta útil para el 

avance de las cantpañas zoosanitarias contra la cnfcnncdad. 

Este estudio se puede an1pliar para confinnar los resultados obtenidos aquí. 

con un número rnayor de anin1alcs enfermos. dando scguilnicnto a rastro. 

practicando I~ necropsia. r-cali7..ando estudios de histopatologia. intentando el 

aislamiento y típificacion de JllycfJbacterium bo•·b·. Lo cuál sería t.an1bién útil 

para evaluar la posibilidad de reacciones cruzadas dentro de la prueba de 

Inn1unopcroxidasa. 

En referencia a los resultados positivos, la pn1eba de lnmunopcroxidasa 

presentó una correlación con respecto a la tuberculina caudal de 49.So/o y a la 

doble comparativa de 61.3%. La prueba de inn1unopcroxidasa presenta una 

sensibilidad de 1 OOo/o y una especificidad de 90.9 a 1 OOo/o, en animales 

tuberculosos; por lo que puede usarse como prueba co1nplcmentaria a la 

tuberculina sobre todo en hatos de bovinos destinados a la producción de 

leche. en vinud de que en aquellos que resulten positivos aumenta la 

probabilidad de encontrar lesiones a la necropsia y se puede evitar el envío a 

sacrificio de animales uratsos positivos a la tuberculina .. que no sufren la 

enfcnnedad y presentan buena producción de leche. 
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En base u lo anterior se concluye que la técnica de lnmunopcroxidasa. es de 

utilidad en el diagnóstico complementario de la Tuberculosis Bovina y puede 

llegar a representar una herramienta útil para el avance de las campa1las 

zoosanitarias contra la enfermedad. 
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X. APÉNDICE 1 

PREPARACION DE SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA TÉCNICA 

DE INMUNOPEROXIDASA: 

Solución de la,.·ado, SX : 

Preparar por separado las soluciones 1 y 11 

Solución 1 

Cloruro de sodio (NnCI)----------------- 40.0 g 

Cloruro de potasio (KCI)---------------- 1.0 

Agua destilada, c. b. p.------------------ 500.0 mi 

La solución se esteriliza a J 21 ºC durante 20 minutos. 

Solución 11 

Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO.)-------------- 5.75 g 

Fosfato de potasio monobásico (KH2 HPO.)------ 1.00 g 

Agua destilado, c. b. p.--------------------------------- 500.0 mi 

La solución se esteriliza a 12 lºC durante 20 minutos. 
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Fonnular la solución de lavado 5X a 4 ºC: 

Solución 1 --------------------------------------- 500.00 mi 

Solución 11 --------------------------------- 500.00 mi 

Albúmina sériea bovina frac. V (10% m/v)-- 10.00 mi 

Tween 20 ------------------------------------------ 2.50 m 1 

Solución de timerosal ( 1 .1 % m/v) ------------- 5 .00 mi 

Esta se envasa en frascos de 57 ntl con un volumen de 5 J mi en f"orma estéril .. 

se etiqueta identificando la solución y se mantiene a 4 ºC hnsta su utilización. 

Por cada rnicroplaca que se emplee .. la solución de lavado 5X se diluye con 

agua destilada como a continuación se indica: 

Solución de lavado 5x ---------------------------------- 14.4 mi 

Agua destilada---------------------------------------- 57.6 mi 

Volumen total ------------------------------------------ 72.0 mi. 

Solución diluyente. SX: 

Preparar por separado las soluciones 1 y 11 

Solución 1 
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Cloruro de sodio (NaCI)--------------- 145.0g 

Cloruro de potasio (KCI)---------------- 1.0 

Agua destilada. c. b. p.----------------- 500.0 mi 

La solución se cstcrili7..a a J 2 J ºC durante 20 minutos. 

Solución ll 

E~TA 
~AUR 

Fosfato de sodio di básico (Na2HP04 )-------------- 5. 75 g 

Fosfato de potasio monobásico (KH,HPO,)------ 1.00 g 

Agua destilada. c. b. p.--------------------------------- 500.0 mi 

La solución se esteriliza a 12 J ºC durante 20 minutos. 

Fonnular Ja solución de lavado SX a 4 ºC: 

Solución 1 --------------------------------------- 500.00 m 1 

Solución 11 -------------------------------------- 500.00 mi 

Albúmina sérica bovina frac. V ( 10% m/v)-- 10.00 mi 

Tween 20 ------------------------------------------- 2.50 mi 

Solución de timcrosal (11.0% m/v) estéril---- 5.00 mi 

TESIS 
DE LA 
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Esta se envasa en frascos de 57 mi con un volumen de 34.S rnl en f"omu1 

estéril. se ctiquctn identificando la solución y se n1nnticnc a 4 ºC hasta su 

utilización. 

Por cada microplaca que se emplee. Ja solución de lavado SX se diluye con 

agua destilada con10 a continuación se indica 

Solución de lavado Sx ---------------------------------- 3.4 mi 

Agua destilada ------------------------------------------- 13.6 mi 

Volumen total -------------------------------------------- 17.0 m 1 

Proteína G - pcroxidasa. 

La proteína G-Peroxidasa. que se tija fucncmentc a la fracción Fe de Ja JgG, 

bovin~ (se uso de la marca Zymcd. que es una proteína G recombinantc. 

clonado de Slreptococcu.-. spp. gx7809 y producido por E. coli. acoplado a la 

pcroxidasa).(HRP-rcc- Protcin G. Cat. 210-1223 MCA Zymcd) La 

presentación de 5.0 mi se fracciona en volúmenes de 0.2 mi )' se envasa en 

frascos de 3.0 mi. se mantiene a 4(>C hasta su utilización. 

Por cada microplaca que se emplee. Ja Proteína G pcroxidasa se diluye con 

agua destilada como a continuación se indica: 

Proteína G pcroxidasa ---------------------------------- O.O 15 m 1 ( 1 5 .O 

microlitros) 

so 



Agua dcstiladu ------------------------------------------ 7.485 mi 

Volumen totul ------------------------------------------- 7.500 mi. 

3 amino 9 crhil carbazol. Sustraco e indicador. 

Preparar por separado fas soluciones A y B. así como. la solución del sustrato: 

Solución A para sustraro 

Acido cítrico ------------------------------ 19.2 g 

Agua destilada. c. b. p.------------------ 1 .000.0 mi 

La solución se esteriliza a l2JºC durante 20 minutos. Esta se envasa en 

frascos de 57 mi con un volumen de S J .O mi en fonna estéril. se etiqueta 

identificando Ja solución y se nusnticnc n temperatura arnbicntc hasta su 

utilización. 

Solución B para sustrato 

Fosfato de sodio dibásico (Na,HPO,)-------------- 28.40 g 

Agua destilada. c. b. p.--------------------------------- 1,000.0 m 1 

Esterilizar por filtración a través de membrana de 0.22 µ, adicionar 1.0 mi de 

solución estéril de timcrosal al J J .0%. Esta se envasa en frascos de 57 mi con 
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un volumen de 5 1.0 mi en fonna estéril. se etiqueta identificando la solución y 

se mantiene n temperatura ambiente hnstn su utilización. 

Indicador de pcroxidasa: 

3 amino- 9 cthil- carbazol ------------------------ 5.00 g 

Alcohol etílico----------------------------------- 25.00 mi 

Twcen 20 --------------------------------------- 75.00 mi 

Se macera finamente el 3 amino- 9 cthil- carbazol en un mortero de porcelana 

y se adiciona lentamente el ncohol hasta su disolución. después el l\.\'Ccn 20. 

Se envasa en fracciones de 2.1 mi en frascos de 3.0 rnl. se etiqueta y mantiene 

a 4ºC .. hasta su uso. 

Solución de sustrato (peróxido de hidrogcno) 

Se envasa en frascos de 3 mi con un volumen de 0.15 mi en forn1a estéril .. se 

etiqueta idcutificando la solución y se mantiene a 4 ºC hasta su utili7..aci6n. 

Por cada microplaca que se emplee. preparar la solución de sustrato e 

indicador de pcroxidasa como a continuación se indica: 

Solución A ---------------------------------- 5.00 mi 

Solución B ---------------------------------- 5.00 mi 

Indicador de peroxidasa ----------------- 0.20 m 1 
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Sustrato de peroxidasa (H20,)----------- O.O 1 mi ( 1 O m icrolitros) 

Volumen total---------------------------- 10.21 mi. 

-------~----·---------··--·-------·--·-··--···-·. 
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APÉNDICE2. 

CALCULO DE LA SENSllllLIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA 

PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA CON RESPECTO A 

HISTOPATOLOGÍA: 

ENFERMEDAD 

ENSAYO: PRESENTE AUSENTE TOTAL 

11 b a+b 

POSITIVO JO o JO 

e d c+d 

NEGATIVO o JO JO 

a +e b+d a+b+c+d 

TOTAL 10 JO 20 

S =(a/a+ e)" JOO Sp = ( d/d + e ) x 100 

Sensibilidad= (I0/10 + O)" 100 = 100%. 

+O) x 100 = 100º/o. 

E"pccificidad = (10/10 

Valor predictivo (po,.ili,.·os) = (a/a+b)xlOO = 10/10" 100 = 100%. 

Valor predictivo (negativos)= (a/a+b)xlOO = 10/10 x 100 = 100º/o. 
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APÉNDICE2. 

CALCULO DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA 

PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA CON RESPECTO AL 

AISLAMIENTO BACTERIOLÓGICO: 

ENFERMEDAD 

ENSAYO: PRESENTE AUSENTE TOTAL 

a b n+b 

POSITIVO 9 1 IO 

e d c+d 

NEGATIVO o IO JO 

a+c b+d a+b+c+d 

TOTAL 9 11 20 

S =(ala+ e) x 100 Sp = ( d/d +e) x 100 

Sensibilidad = (9/9 + O) x 100 = 1 OOo/o. Especificidad = ( 10/11 + 

0) ][ 100 = 90.9%. 

Valor predictivo (positivos)= (a/a+b)xlOO = 9/10 x 100 = 90°/o. 

Valor predictivo (negativos)= (a/a+b)xlOO = 10/10 x 100 = 100% •. 
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APtNÍ>ICE 3. 

lnfonne del Instituto Panamericano de Protección en Alimentos y Zoonósis 

(INPPAZ) sobre resultados obtenidos en las pruebas de tipificación de seis 

cepas de ~lycobacteriunr spp aisladas de animales reactores n la tubcrculina9 

positivos n la prueba de inmunoperoxidasa. a estudios de histopatologia y con 

lesiones características de tuberculosis. en el estado de Sonora. 
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lt~ ~·· 

INPOl¡¡jg . . . 
Roa..tlt4&>0. Pt-uéb.:s.s do Idcat.lClcaclGa· d" .~.r:hm 

~~en:· H~Oba.~;.~~"'iiu!l aisladas. d-e AnlinC°l<.u.t fü·.ti..:l.<..~G .:. lci t.ubercull11& : - .. __ ·. 
J-121, J 2771, J-7*. J-!.oS •. j '440:1 •. J ·270 

PRONABIVE,, Comia16n Nacional &ob.r.fl. l..,, F:rrudlc.:aC'lóu de la Bf"\lC~loal~ 
y Tuborouloaie Bovina en t1éJ1.ic.:o. 

~bas N~ C.¡.-" 

J-121 2771 J ?• J ·!>08 4•09 J·270 

Crecim. Lowenatein (+) (-) ,. J (-) (-) (+) 
Crecim. Stoncbrink (+) (+) ,. , (•) e• i (., 
A!Jp. co-loni~ 11:Ul9 lis.u:s licu.~ ll1uu::1 lleas lieos 
Tiempo deea.rro1lo 7 d1ae >20 di .... ., Uiu;..1 ·4!0 ._iÍAS •20 diaa 7 d~aa 
Pigmeo. t.ac1.6n lw:: (-) (-) ( - ) C-· 1 ( - J (- > 
Piementación oacura. · <-> e -> (-·) ( --> ( . ) (-) 
.B e:lucoaidana (+) (-) ,. J ( ) ( -> (+) 
Pira.zinamida.!!& c~i e-) (+) , _ 1 e- 1 (+) 
Nitra.to Reduct.. (+) (-) (1--1·. ( ., (-) (+ l 
Cat.a!.~a TA (+) (. 1 ,. 1 (+) (' 1 (+) 
Catalaaa 68 •e (+) . (- l (•) (-) e. ' (+) 
Ureas a. e-> (-) '·) <-> (-) e -1 
Z1ehl Neelsen (+)BA.6.R e .. >BA.t.n ( • JDAl\k < .. >BAAR C•>DMR C•lBAAR 

S<mdAA...Aill (Aocu Probe) 

H... J;~IUQai.11 complex .... (-) C + I (. 1 c.i (1) (+) 

H... a!d.J.la coaaplex C-l (· l '-1 e · > (·) e-> 



J---1.21: l:íY~.tci:JJ.._c_. u._ .••... , ~·.-úul(.Julc,,, r·ó.vl.do. Grupo IV 
Ru.nyon. Caracteres coitic1d~nt.'"::l ·.·uu coo~lt!JO t1. .f...a:.t.UitJ.lC. · 

.I-2111: !:l><=~t=.iu::> t>?>ú.:i ••. 

~: De a.cuordo 1t ••ut1U& 
C incluye ti.. lxltla >- &,. 
conci.1~rdan. Puede de~ru.. n 
original de t1- b-:2Y.ía o c:a.lZ'C l.J 

Alfl t1-.- i.'u~u.J.mslis uOCIPlG.X 
~~rnctereu r~notiplcoe no 
·:u11l..o.ois1a.c1~n de un c·.iltivo 

U•: (."~'-.es.a • 

.I..J..4QS: t1Yco~~1:1.u.::z b-..J\'..L;:J • • 

i1.::2ZQ: Si mi larca ca.rae l<:r· i!'l l i1·.:t.:..i a JLZ!. 

La eonda ccn6t.ica rec.:orU .. K"ic·· 11c·~.wur.:la dt~ /\LiN e.Je C<:.rmplcjo t::f. ... 
i.ube.r::cu.lo~i.e.. Sin c:lbargu. lu~ ·.·.:u·.::iet.ert.~:. !'cnot.ipieo:s sun de 
una e~~ dt! r.6.pido de!l-'!l.r·r1..1l .!v ~-uinc:!Jenl,.es r:on r:ompleJO ?1 ... 
.!.~r..ru.llu.::i. Poeibl~ c:o11t.a:ilnllt. ;.,·,ra y/o roe;.:<.:l.:i d~ capan. 

* L!. idontificn<.H~m d ... _¡ • .. :ul t l vu t"c·e. p.e.r·e1.a.loent.e 
legible. 

»"'* La sonda genética 11•:> •..hf··r•.•ncil:l d~11tro del CoopltJo ti-. 
.Z.Li.be.r_cul.o..:ú..=.. La L·orH:l~.:J i6n d~ quo el aialCl.Ciient..o os 
tL ~ oe ~~a t:1r.!bj,~11 o.:"11 loo car.e:.eter-e:i Eenotipicoa 
t;ue :!!fon di!'erc.nc .i .. , l·~~ •:11t.re l:L tuta.~~e.i..ei y tl_ 
b<>.tlc-

.El ADN' de las cepas l 2771. ,l-500 e 
por 1'FLP co:n~ratiVlllll~11l~ ti ...:epaci 
pr04:ed~ncia.~ _ Lon rf'):::iu 1 thdu::. 1,: uer'-n 
e3tén d1Rponiblee. 

440~ oerá dnclizad~ 
ti- ~ de et.re.e 

cotnunicnduo cuando 

-
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