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I. INTRODUCCION

La tuberculosis bovina (TB}, es una enfermedad zoondfica que afecta al ganado
bovino del mundo por lo que figura entre las enfermedades de ia lista B de la Oficina
Internacional de Epizootias, lo que quiere decir que estd considerada una enfermedad
importante por sus repercusiones socioeconémicas y de salud publica, de ahi que la mayoria
de los paises industrializados se hayan emprendido camparias destinadas a erradicarla. Sin
embargo tal variedad de huéspedes complica los intentos de controlar su erradicaciéon en el

ganado.

La tuberculosis bovina se define como una enfermedad de curso crénico donde
ocurre una proliferaciéon de granulomas con forma de nédulos (tubérculos) con exudado
caseosos y una marcada calcificacién. En el bovino las modificaciones tuberculosas varian
segun la capacidad de reaccidn, es decir entre los tubérculos tipicos, que aparecen en la
tuberculosis miliar y unas masas de gran tamafo que tienden a necrosarse con forme va

pasando el tiempo. -2

1.1 HISTORIA
La sinonimias de la tuberculosis bovina son:

e Enfermedad perlada

e Tisis

e Enfermedad de la vid o Grapes
e Bacilo tuberculoso

La tuberculosis se conoce desde la antigledad en el siglo XVI como la *enfermedad
perlada” del bovino se considerd como una forma de sffilis, pero mds tarde como la ftisis
humano por las constantes secreciones con sangre provenientes del pulmon (hemopfisis). A
mediados del siglo XVIIl la tuberculosis bovina empezd a cobrar mas fuerza por lo que se
hicieron numerosos experimentos en humanos, en bovinos, a conejos y cobayos,
atribuyendo entonces su aparicién a un agente trasmisible especifico. 3




A comienzos del siglo XIX, la fuberculosis bovina no estaba claramente diferenciada
de olras enfermedades. El uso de la palabra tubérculo en sentido especifico identificado la
lesién de la enfermedad, fue establecido por Bayle en 1810 en su obra Recherches sur la
Phthisie Pulmonaire. En 1817, Dupuy, antiguo director de la Escuela Veterinaria de Alfort,
introdujo el concepto en patologia veterinaria, atribuyendo el origen de estos tubérculos a
las alteraciones parasitarias de las diversas especies animales y designando a los cisticercos
como productores de estas enfermedades.s En 1819, el francés Laénnec proclamé la unidad
de las diversas formas de la tisis pulmonar, asignandola como caracteristica el tubérculo, En
1826 sale a la luz la segunda edicidn de su tratado, en la que elabord la patogenia de este
proceso desde el pequefio tubérculo gris hasta la caverna tuberculosa, afirmando que las
lesiones de tuberculosis presentan diferentes apariencias.t Esta doctrina revoluciond al
mundo cientifico de la época y de aqui arrancan las primeras ideas acerca de la unidad de

las tuberculosis humana y bovina. .

En 1882 Roberto Koch descubrié el bacilo llamdandolo Tuberkelbazillus, de ahi su
nombre tuberculosis como se conoce en la actuatidad. Mds tarde Koch opind que ia
tuberculosis humana era distinta de la bovina y debido a ello suponia que no era necesario
proteger al hombre contra la “enfermedad periada”. Este punto de vista lo rebatieron
numerosos experimentos, segun el resullado de los cuales los agentes de la tuberculosis
humana vy de los animales son variedades o tipos de una misma especie de bacterias, que

solo se diferencian por caracteristicas de importancia secundaria. Es probable que el bacilo

que produce la tuberculosis se haya observado por primera vez en los tejidos por

Baumgarten y Koch en 1882, este Ultimo cultivd la bacteria que ocasiona el padecimiento a
cualquier especie y .reprodujo la enfermedad de 1882 a 1884. En 1908 Moussu y Mantoux
descubrieron la reaccién intradérmica de la tuberculina, esta prueba la realizaron en
cobayos y notaron cambios en la piel de los animales infectados con tuberculosis. Esta
prueba con bases mds sélidas se sigue aplicando en la actualidad para diagnosticar
animales positivos a tuberculosis. 7

En 1960 Neberle, comenzd hacer investigaciones sobre la patogénesis de la
tuberculosis, asi como progresos en la diferenciaciéon de la micobacterias en patégenas y

apatdégenas.'?

Los palses indusfrializados como EUA, Canadd y algunos paises Europa occidental

como Espaia y Francia han disminuido la prevalencia de la infeccién bovina a un 0.4%,
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este porcentaje es bueno, ya que indica que las campaiias de eradicaciéon estan dando
buenos resultados, mientras que en la mayoria de los paises en vias de desarrollo la situacion
no ha mejorado. Las tasas mas altas de infeccién se encuentran en las cuencas lecheras,
alrededor de las grandes ciudades de América del Sur como Argentina y Brasil amojando

porcentajes de un 20%. 8

1.2 LA IMPORTANCIA ECONGMICA DE LA T8

La TB tiene un impacto econémico bastante fuerte ya que de acuerdo a diferentes
estudios, la produccién de leche disminuye en una vaca tuberculosa en promedio entre un
10 v 18% con respecto al animal sano, debido a la reduccién de su vida productiva,
ocasionando mayores costos de reemplazo por afio de produccién, también se deben
contabilizar las diferencias entre el valor global de un animal productivo y su precio en carne.

k4

La tuberculosis bovina modifica los pardmetro reproductivos perjudicando la
economia del ganadero y reduciendo asi la eficiencia productiva de sus animales. (Cuadro
1)

1. Disminuye la fertilidad hasta un 6%.

2. Las vacas en ordefio disminuyen la produccidn lactea en un 10% a un 18% del total al dia
3. Se produce un lento aumento del peso del animal o disminucién graduat del mismo
{caquexia) Se pierde en promedio el 15% del peso normal.

4. Como efecto secundario causa reduccién de la iInmunidad, aumentando la
susceptibilidad a ofras enfermedades,

5. Llaesterllidad en vacas tuberculosas aumenta entre el 5y 10%.5.10




Cuadro 1.1 Parametros reproductivos asociados a la T8

Pérdidas en peso de los animales ofectgdoé detectados en | 36%
v ‘ ' faena, i

Pérdidds en la produccién de terneros 12%

n la producclon de lache

» Costo de las pruebas de campo (tuberculina etc..} - 6%

1.3 EPIDEMIOLOGIA

La tuberculosis bovina es una enfermedad de gran importancia ya que se encuentra
distribuida a nivel mundial.

En 1970 fue la causa de un 6.3% casos de bovinos confimados bacteriolégicamente
en Ifanda. En los afios de 1983-1989 se incremento la tuberculosis bovina en los hatos de
Nueva Zelanda. En 1995 un censo bovino reportd menos del 6% de los animales con
tuberculosis en Alemania.? Europa tiene planeado eradicar completamente la enfermedad,
ya que a finales del siglo pasado hubo pérdidas del 2.5% de la poblaciéon bovina en dicho
continente.!°




En una investigacién realizada en la década de los 90°s por la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal, la tuberculosis bovina se observd la presencia de la enfermedad en:
Meéxico, América Central y algunos paises del Caribe se obtuvieron los sigulentes datos:

Cuadro 1.2 Distribucién de la Tuberculosis Bovina en Latinoamérica;
1995 (OMSA).

Sitvacion de la

Poblacion bovina Medidas de Contiol

enadicacion ’ Notificacion "°*

(miles}”

infeccién TB"°

México 33000 <0.16/ ../ 02 PN / Notif.
Belice 51 1.0/0.13/0 PN / Nofif.
Costa Rica 1750 0.9 / <0.1/0.06 PN /Notif,
Bl Salvador 1200 19.0 /0.7 /006 PR / Notif.
Guatemala 1800 8.5 /‘0.5 /1.5 . PN / Notif.
Honduras 3 500 ?/0.27/004 PR / Nofif.
Nicaragua 1700 ¢/0. 10005 | PR / Nofif.

Panama | - 1500 .so.oil/_%dgdl"‘/'d‘ ; PNV / Nofif.

Cuba S 4900 ~ os0/0 o PNV / Notif.
'fv‘Héitl =l 1600 T Enz. / NP

: ;r'quAica‘v ' 2% | or<00m/0 PNV / Nofi.
é.Déminlca};a ; 2250 7.5/08/0.6 PN / Noti.
Total 53541 -







#: En México, Cuba y R. Dominicana se produce PPD.
(*): Estimacién promedia para la década.
(**): Porcentales de [Rodeos infectados / Ganado T8 {+} / Decomisos en matadero].

(***): PN/ Nofif.: Programa Naclonal / nofificacién de la enfermedad; MCL: Medidas de
Control limitadas a ciertas regiones; PR: Programa Regional Voluntario. PNV: Programa
Nacional de Vigilancia, Enz./ NP: TB exdtico / noftificacién parcial.43

1.4 SITUACION DE LA TUBERCULOSIS EN MEXICO

La TB en México sigue siendo una de las enfermedades mds importantes en el pais por
su impacto econdmico y el caracter de tipo zoonético que representa. Por esto la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, y Desarrollo Rural, con fundamentios en la ley organica de ia
administracién poblica federal considera prevenir, controlar y erradicar la TB que afecta la
ganaderia nacional tanto en nivel de produccién como en calidad de sus productos. Para
controlar la situacion de la TB en México, se han hecho programas estrictos que permite ala
ganaderia desamrollarse en mejores condiciones sanitarias, asi como mantener e incrementar
la exportaciéon de ganado bovino en pie hacia ofros paises, entre los que destaca E.U.A.
Para conseguir erradicar la TB en México se establecid una campafia nacional obligatoria y
permanente expedida el 8 de Marzo de 1996 en el diario oficial, bajo la Norma Oficial
Mexicana NOM-031-200-1995. 5

En la Figura 1.1 se observa la situacién epizootioldgica en 1997

Del inventario nacional
Fase | {erradicacion) : 10% bovinos

Fase Il {proceso de erradicacion) :  26% bovinos
Fase |l {control): 64% bovinos

Figura 1.1 Situacién epizootiolégica en México; 1997
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Este esquema nos indica que estados de la RepUblica presentan las fases de la
campaia nacional contra la TB. Como se pueden dar cuenta, solo Sonora esta erradicada,
los demds estados del norte del pals y parte del sureste se encuentran en procesos de
erradicacién y la mayor parte del pals se encuentra en control. Sino se toman medidas, la
exportacién del ganado bovino en pie de cria a los E.U.A. puede verse afectada por la
presencia de TB, representando una pérdida de divisas de 450 millones de ddélares anuales,
también se ven afectados los animales, disminuyendo la produccion de leche hastaun 17%
y por conservar un animal enfermo implica un alto riesgo para la salud publica, ya que de los
7 millones de litros que se producen en México, solamente el 50 % de la produccién se
pasteuriza, lo demas se consume o se transforma en derivados lacteos. La enfermedad
también tiene un impacto econdmico sobre el comercio exterior, por los productos y
subproductos que se comercializan, es evidente que si se sigue presentando casos de TB
nosotros como paises exportadores a Centroamérica se crea un descrédito y las barreras
sanitarias y comerciales son fdciimente impuestas perjudicando la entrada de divisas a

nuestro pais. 12
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Il. ETIOLOGIA

El género Mycobacterium lo forman gémenes muy extrafios y en la misma familia se

incluyen desde saprofitos hasta gérmenes productores de lesiones granulomatosas cronicas,
tales como tuberculosis. El principal agente de la tuberculosis bovina es Mycobacterium bovis
[M.bovis). Tiene una gran capacidad de adaptacion a otros animales, apareciendo ademds
de el bovino, humano, equino, ovino, caprino, canino y animales salvajes, como agente

causal de la enfermedad.”.13.14

El agente de la tuberculosis aviar M. avium, rara vez afecta a los bovinos, al igual

que en el hombre y en el equino. Cuando se llega a desarrollar la infeccién va directo al

aparato digestivo y hay una gran tendencia a la curacion espontdnea, pero la infeccion

con M.bovis con frecuencia es la causa de reacciones inespecificas de la tuberculina por

reaccién cruzada vy puede deberse también a

apatégenas.!d 15

la existencia de micobacterias

Cuadro 2.1 Clasificacién del Micobacterium en las diferentes especie

ESPECIES HOMBRE GANADO COBAYO OVEJA
M.bovis +4 e 4+
M .tuberculosis +++ 4+ +

M .avium oo +o

qunasdsll o +

M.':ébrqé; e

M.paratuberculosis ++ + bt

** No se debe de olvidar que todas estas familias juegan un papel muy importante en las

reacciones cruzadas y en procesos de inmunodepresién, ya que cuentan con una buena

adaptaciéon con el medio y el huésped.13.16

+ Significa la susceptibilidad a contraer la infeccién
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II.} MORFOLOGIA E IDENTIFICACION

El M.bovis es un bacilo aerobio, inmévil. no forma esporas y su temperatura éptima de
crecimiento es a 37.5 C, es resistente al frio y a la desecacidn.'4!? Puede poseer corplsculos
grampositivos llamados granulos de Miuch que no se tinen con facilidad por ser un dcido
alcohol resiste, es conocido que las bacterias dcido alcohol resistente presenten problemas
para la tincién de Gram, esto se debe a su alto porcentaje de lipidos, (sobre todo en al
pared celular), basicamente fosfolipidos, ac. micdlico y cera D. La porcidn no saponificable
de la cera D incluye alcoholes superiores uno de los cuales - acido micdlico- esta asociado
con la dcido resistencia.? El 4dcido micdlico puede considerarse como el substrato de esta
reaccion de tincién y la dcido resistencia parece ser consecuencia de una mayor solubilidad
del colorante fenicado en los lipidos celulares que en el agente decolorante. ¢ Se han
empleado técnicas de combinacién de alcoholes y dcidos tal es el ejlemplo de la fincion de
Ziehl-Neelsen para Identificacion de bacterias acidomesistentes como Mycobacterium y
Nocardia.'®# En el microscopio se observan bacilos rectos y delgados, midiendo
aproximadamente 0.4 x 3 micras y 0.2 a 0.6 de grosor incluso levemente curvadas, dando el
aspecio de comas, 16 En la figura 2.13 se observan los bacilos de la Mycobacteria
mediante Baciloscopla en Microscoplo de Campo Obscuro y tincion de ZIELH-NEELSEN. (Ver

Anexo)

1.2 CULTIVOS

Se ufilizan tres tipos de medio de cultivo.

a} Medios sintéticos simples: Crecen en d&cidos grasos y los neutralizan con suero de

animal. El carbén activado favorece su crecimiento.

b) Los medios de dcido oleico-albumina: Mantienen la proliferacién de pequeiios
indculos. Los ésteres hidrosolubles de los acidos grasos mojan la superficie permitiendo

el desarrollo.

c} Medios Orgdanicos como : el agar 7H10 de Middlebrook y Lowestein-Jensen, son los
mds recomendables para este agente. Tradiclonaimente los pequefos indculos
[muestras de productos de pacientes), son cultivados en medios que contienen

sustancias organicas complejas por ejemplo: yema de huevo, suero animal. Estos

10




medios contienen penicilina o verde de malaquita para la inhibicién de ofras
bacterias, 16.17.20

1.3 CARACTERISTICA DEL CRECIMIENTO.

Las micobacterias son aerobias estrictas y obtienen energia de la oxidacién de
muchos compuestos de carbono, la velocidad de crecimiento es mucho mdés lenta a
comparacién de otras bacterias, El tiempo de duplicacién del bacilo tuberculoso es
aproximadamente de 18hrs. y en los cullivos bacterildgicos se tardan 90 dias, este
microorganismo por ser aerobio dependerd de la actividad metabdlica, y de la tensidn

parcial de oxigeno de la lesidén en que anida.4.17.20

.4 REACCION A LOS AGENTES BIOLOGICOS FiSICOS Y QUIMICOS.

Las micobacterias tienden a ser mds resistentes a los agentes quimicos que ofras

bacterias debido a la naturaleza hidréfoba de la superficie celular y su crecimiento.
Estas bacterias resisten:

¢ Agenfes blolégicos como: procesos de ensilgje, cuagjo, quesos frescos, crema,
manteca, heces, sangre y orina cerca de un afo a una temperaturade 12a 14 Cy

al resguardo de la luz solar.

¢ Agentes quimicos como: sustancias dcidas y bdasicas, antimicrobianos como la

penicilina entre otros.
¢ Agentes fisicos como: desecacién y congelacion.

Se consideran sensibles a:

¢ Agentes fisicos como: luz solar, luz ultravioleta, a la pasteurizacion rapida (71 a 74 C

en 42 seq. 6 pasteurizacion alta 85 C } y al calor directo.

¢ Agentes quimicos como desinfectantes como: dcido fénico y el cresol al 5%, asi
como la solucién de formalina al 3%, la lechada de cal y de los antimicrobianos
como Rifampicina, lsoniazida, Estreptomicina entre otros.

11




1.5 VARIACION DE LA COLONIA Y TOXICIDAD.

* Puede existir variacién en el aspecto de las colonias, pigmentacién, la produccion del
factor de corddén, temperatura, y muchas ofras caracteristicas celulares y de

crecimiento.

¢ Toxicidad: Dentro de estos factores encontramos el factor de corddn, fosfolipidos,
sulfolipidos (6.6 dimicolitrealosa), micobactinas, exoquelinas, catalasa, todos estos
factores estan relacionados con la virulencia de este microorganismo, y gracias a
estos compuestos son capaces de sobrevivir e Inhibir los mecanismos de los
macréfagos, debido a que impiden la unién celular de los lisosomas a los fagosomas,
la exclusidén del protén ATPasa, evasion de la explosion respiratoria, evasion de la
apoptosls y evasidon del oxido nitrico. El Mycobacteria bovis también produce
proteinas {proteinas del estrés o de golpe de calor) que protegen al organismo en el
interior de los fagosomas. Los productos metabdlicos de M.bovis son téxicos para los
neutrdfilos, y con el tiempo las respuestas inmunes frente al organismo reclutan
linfocltos T citotdxicos que destruyen los macréfagos que albergan a M.bovis. Otro
factor de toxicidad importante es el gen KalG, aunque no se sabe con exactitud, se

cree que estd asociado su a resistencia y virulencia.!3. 1

1.6 COMPONENTES CELULARES DEL MYCOBACTERIUM BOVIS.

Los constituyentes descritos enseguida se encuentran principalmente en las paredes
celulares, estos pueden inducir hipersensibilidad retardada, esto solo ocurre con los

animales previamente sensibilizados.

e Lipidos: las micobacterias son ricas en lipidos. Entre estos se incluyen dcidos
micdlicos, ceras, sulfatidos y fosfatidos. En la célula, los lipidos estan unidos en su
mayor parte a proteinas y polisacdaridos. El muramildipéptido combinado con
dacidos micdlicos, puede ocasionar la formacién de granuloma., los fosfolipidos y
sulfatidos ayudan a inhibir los mecanismos de fusién del fago lisosoma e inducen
necrosis caseosa. '¢ Las cepas virvlentas de los bacilos tuberculosos forman
cordones serpentinos, estos se encuentran ordenados en cadenas paralelas. La
formacién de cordones estd relacionada con la virvlencia. A partir de bacilos
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virulentos se ha extraido, con éter de petrdleo, un factor formador de cordones. Este
inhibe la migracién de los leucocitos y provoca granulomas crénicos. 162

Protelnas: cada tipo de micobacterias contienen varias proteinas responsables de
la reaccion a la tuberculina. Las proteinas unidas a una fraccién cérea pueden,
mediante inyeccién inducir la sensibllidad a la tuberculina. También provocan la

formacién de anticuerpos.1s

Polisacdridos: Micobacteria contiene diversos polisacaridos. Su funcién en la
patégenia de enfermedad es incierto, pero se ha visto que pueden inducir
hipersensibilidad del fipo inmediato y servir como antigenos en reacciones con

sueros de personas infectadas.13.16
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1, TRANSMISION Y CONTAGIO

El principal reservorio del bacilo es el bovino, lo fuente de contagio es
indiscutiblemente los animales enfermos de tuberculosls pulmonar, laringea o bronquial porlo
que el 80 y 90 % de los casos la transmisién ocurre por via aerdgena y el mecanismo de
transmisidn habitual es el individuo enfermo de tuberculosis pulmonar bronquial o laringea,
que al toser o estornudar, expulsan al aire particulas de secreciones respiratorias que
contienen bacilos. Estas gotas se secan rdpidamente, convirtiéndose en gotitas secas que
contienen de 3 a 10 bacilos aproximadamente, estos pueden permanecer suspendidas en el
aire durante varias horas, o bien se precipitan, para volver al aire con la movilizacion del
polvo en el suelo, instalaciones, etc. Cuando son inhaladas por otro bovino, alrededor del 6%
llegan hasta los alvéolos pulmonares, en donde el bacilo encuentra condiciones de
crecimiento y reproduccién son favorables. Silos bacilos consiguen implantarse y comienzan
a mulliplicarse, se ha producido la infeccién. Con menor frecuencia, la transmisién ocurre
comao consecuencia de los aerosoles de particulas conteniendo bacilos que se producen al

manipular inadecuadamente las secreciones, muestras clinicas, lesiones cutdneas etc...'*

El mecanismo de fransmision se ve favorecido por algunas condiciones de manejo,
debido al estrecho conlacto que tienen las vacas lecheras diariamente en el sistema
intensivo, los bebederos, los comederos, los corrales con clima himedo y mal ventilados con
poco movimiento de aire y la sala de ordeio, facilitan esta forma de contagio. Como se
describe [as instalaciones juegan un papel muy importante entre los bovinos y el hombre ya
que comparten un espacio muy estrecho.1¢

.1 VIAS DE CONTAGIO

Como ya se dijo la via aerdgena es la mds comuUn pero existen ofras vias importantes

que vale la pena nombrar :

e La via digestiva : es muy importante en terneros cuando se les alimenta con leche
cruda provenientes de vacas afectadas de TB, por consumo de pastos y otros
alimentos como: la gallinaza {contaminada con M. avium), agua comin de bebida
con secreciones nasales, las aguas residuales no depuradas procedentes
especialmente de industrias lecheras y rastros contaminados que contienen el
agente causal. ’




+ La via congénita: {madre-feto} puede ocurir por las secreciones vaginales en el
momento de la monta y la incidencia es de un 1 % de las vacas afectadas,

teniendo poca importancia relativa. 0

La posible influencia de factores genéticos en la susceptibilidad al desamollo de la
enfermedad ha sido muy discutida y se sigue estudiando por experimentacion animal fras la
Inoculacién de M.bovis, la susceptibllidad de la infeccién estd asociada a la sustitucién del
aminodcido Gli-105 por el Asp-105 en el dominio fransmembranal TM2, Entre los dominios TM6
y TM7 hay una proteina de unidn del sistema de transporte de ATP y una subunidad
hidrolizada del bacilo que penetra con facilidad en el macréfago. Por ofro lado el
macréfago puede poseer el gen dominante que se encuentra en el cromosoma 2, de la
regién 35, este gen controla la fase precoz del crecimiento de la micobacteria y aumenta

la actividad bactericida,!. 19.2

i11.2 FACTORES QUE CONDICIONAN LA ENFERMEDAD.
Existen factores que condicionan la enfermedad haciéndola mas evidente como:

a) Grado de extensién de la enfermedad, son altamente contagiosos los casos con

baciloscopia positiva.

b} Intensidad y frecuencia de la tos. siendo més contagioso el enfermo cuanto mas tose

o esfornuda, en cada golpe de tos se calcula que produce 3 goftitas infecciosas.

c) Volumen y viscosidad del esputo, cuando es poco viscoso se facilita la transmisién de

los gérmenes,

d) Antiobioterapia antituberculosa, si el enfermo sin resistencia recibe comrectamente un

tratamiento que contenga isoniacida y rifampicina. en las dos primeras semanas se
reduce él nimero de bacilos/ml en un 95% y se considera que ya no es contagioso.

e) En los bovinos que presentan una inmunosupresién causada por cualquier eftilogia
tlenden a ser mds susceptibles presentar la enfermedad. 417.23




111.3 FACTORES QUE DESENCADENAN LA ENFERMEDAD

Se ha reportado que el 100% de bovinos que se contagian solo el 10 al 15% se
enferman. Esto se puede deber a que los géimenes permanecen en un estado de latenciay
su presencia sélo puede ser defectada en las pruebas de tuberculina, que a su vez es una
evidencia de la respuesta inmune especifica que se ha desarrollado. 18.24

Entre los factores predisponentes destacan :

+ Lasrelaciones con el microorganismo contagiante: Cuando mayor es la virulenciay la
cantidad de los bacilos es mas alto, mayor es el riesgo a desarrollar la enfermedad.

s Los dependientes del ambiente : Los bovinos que estan en un hacinamiento bastante

marcado y por ende estdn mds expuestos a la enfermedad. 18

* Llasrelaciones con el huésped. Estan condicionados sobre todo la inmunidad celulary
determinan la frecuencia y la gravedad de la tuberculosis destacando :

a) La resistencia natural transmitida genéticamente, que es consecuencia de los
individuos mds resistentes producida tras la exposicién repetida a la enfermedad
que con lleva a la eliminacién de lineas familiares de menor resistencia.

b

La resistencia adquirida por la infeccién previa con un bacilo del género
Mycobacterium.

c) La edad, la primoinfeccidn del lactante y novillos es muy grave y son frecuentes
las diseminaciones hematdgenas.

d

El sexo, los machos predominan mas en la morbilidad de cuadros pulmonares.

e} Situaciones que cursan con inmunodepresién como: Leucosis, brucelosis, anemia,
mal nutricidn, farmacos inmunodepresores (glucocorticosteroides), situaciones de

estrés relacionadas con el manejoy hacinamiento entre otras.i®




IV. SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos de la tuberculosis bovina son muy variados Incluso bastante
Indefinidos al principio. Casl siempre se agudizan cuando hay generalizacién precoz
(tuberculosis miliar), es frecuente que haya signos de una grave infeccién generalizada
pudiendo observar tos seca persistente, pérdida de peso, mucosas pdlidas, anorexia,
polipnea, sudores nocturnos y fiebre alta continua. notable tuberculosis organica crénicay

recaidas, '8

Cuando la poblacidn bacilar aumenta, emplezan aparecer signos fisiolégicos
inespecificos como la pérdida de apetito, [anorexia), fatiga, debilidad, tos entrecortada y
violenta que después se hace dolorosa y frecuente a medida que esta progresa la
enfermedad se va haciendo débil y humeda, mal estar general, notable pérdida de peso y
talla muscular, descenso en la produccidn lactea, tremores, fiebre remitente en la tarde que
al descender produce sudoracidn. Estos signos pueden pasar desapercibidos, sf las personas
encargadas de la explotacién no estdn al pendiente de los animales.!3.14.18 En [a figura 2.1, se
puede apreciar la marcada caquexia que muestra un bovino positivo a las pruebas de
tuberculina e IFNwy y que presenta miembros en abduccion y la glandula mamaria

notablemente disminuida de tamaio. {(Ver Anexo)

En cualquier presentacién el bovino presenta linfonodos retrofaringeos aumentados
de tamario, que son notfables a la palpacién, tos que se hace mas frecuente en la maianas
y aunque el animal presente apetito hay una fuerte emaciacién presentando un estado
caquéctico, acompaiando con los signos de este como: pelo hirsuto, aspero y sin brillo.' En
la figura 2.9 vy 2.11, se muestra el marcado aumento de tamano y lesion que llegan a
desarrollar estos tejidos al albergar a la Mycobacteria. (Ver Anexo).

IV.1 SIGNOS CLINICOS POR ORGANOS AFECTADOS
Tuberculosis pulmonar
e Dolor en la punta del costado.
. Disne.a (dificultad al respirar)

e Fiebre de 41 C.




La tuberculosis pulmonar se anuncia por una tos corta y seca, que mds tarde se hace
mds frecuente, dolorosa, mate y humeda. En estos casos avanzados la respiracidon estd
acelerada y es dificultosa, incluso acompaiada de gemidos especialmente la disnea
después de los esfuerzos fisicos asi como en clima caluroso-humedo aumentando hacia el
final de la enfermedad. Cuando las lesiones tuberculosas son avanzadas aparecen accesos
de tos haciendo md&s notable los ruidos secundarios se puede deducir la existencia de
grchdes cavernas y en estos casos el aire espirado huele mal, lo que indica descomposicién
del tejido pulmonar, La hiperplasia de los linfonodos mediastinicos puede causar timpanismo
recidivo por la presién sobre el eséfago o sobre el nervio vago mientras que la afeccién
grave de los nddulos de la entrada del térax puede causar estenosis venosa de las venas
yugulares, La enfermedad de la mucosa nasal se comprueba por el flujo mucoso-purulento y
por los nédulos o Ulceras que hay sobre ella, 2526

Cuando existe diseminacién hacia otros érganos, aparecen signos relacionados como :
Meningitis tuberculosa

o Cefaleaintensa

+ Fiebre

s Vomitos

« Alteraciones sensoriales

e Hipertensidn infracraneal

La tuberculosis en cerebro- Presenta signos nerviosos como: excitabilidad, andar
inseguro, tambaleante, espasmos epilépticos, masticacion lenta, trastornos en la deglucién,
estrabismo, pérdida de la vision. En el ojo aparecen pequefios nédulos amarillentos
produciendo opacidades y adherencias, hasta que finaimente todo el interior del ojo se

transforma en una masa caseosa-granulada, 2.2
Adenitis fuberculosa

¢ Inflamacién y aumento del tamaiio de los ganglios a nivel de la regién cervical que
pueden ser observados a simple vista.

Enteritis tuberculosa

» Diamrea persistente y mal oliente
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¢ La enfermedad se observa mas en temeros

Tuberculosis intestinal

Puede estar ligada a cdlicos, timpanismo, estreflimiento o diarea camblante. En la
palpacion rectal a veces se comprueba en el lado derecho de la cavidad abdominal
formaciones nudosas-firmes que corresponden a los ganglio mesentéricos, 30.31

Tuberculosis osteoarticular

e Las principales articulaciones afectadas son: coxofemoral, rodillas, sacroiliacas,
tobillos, mufiecas y codos (se presentan con gran dolor}

La tuberculosis de mama
e Plerde su simetria
* Al tacto se notan nédulos consistentes y dolorosos
e Laleche ordefada se hace flocvlenla y acuosa., 18.1°

La tuberculosis uterina

Puede orientar a los trastornos reproductivos como abortos, repeticion o falta de celos.
Esta sospecha puede afirmarse por el hallazgo de un flujo vaginal mucoso-purulento, con
fldculos blancos o amarillos y ocasionalmente hilos de sangre. En estos casos avanzados
puede palparse desde el recto los cuernos uterinos engrosados y nudosos asl como los
oviductos como un rosario. Las modificaciones tuberculosas en epididimos y testiculos
aparecen como tumefacciones nudosas indoloras. 3435

Tuberculosis renal

La tuberculosis renal- Provoca que la orina sea alta en proteinas y tenga olor
amoniacal. Si los uréleres estan afectados se palpan engrosados como con granos de arena
en su superficie y endurecidos, 3438
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V. PATOLOGIA

Se trata de una enfermedad ciclica, que cumple su proceso evolutivo en distintos
perfodos, caracterizados por sintomas y lesiones propios para cada uno de ellos. La
evoluciéon de los mismos, estd condicionada a diversos factores ligados al huésped (estado
inmunitario, edad, nutricién, genética, etfc.), al bacilo (numero, virulencia, etc.) y al medio

ambiente.2s. 26

El complejo primario de los bovinos es mds frecuente en los pulmones, de vez en
cuando, en el ternero es mdas habitual en el tracto digestivo (faringe, tonsilas, intestinos),
luego (en los neonatos) de la infeccién placentaria en él nédulos linfonodo portal. E|
complejo primario o de Ghon- es una generalizaciéon de la enfermedad, se manifiesta en
forma de metdstasis aisladas o con una tuberculosis miliar aguda. Este estadio del
padecimiento se coracteriza por la gran tendencia de las lesiones tuberculosas a

caseificarse y calcificarse mas tarde.!s. 2

Si el bovino aumenta sus defensas confra el padecimiento supera el complejo
primario y la enfermedad queda en un estado latente quedando los bacilos atrapados,
formandose depdsitos de tejido fibroso en la periferia, desapareciendo los bacilos en la
mayor parte de los casos. Esta forma conocida como tuberculosis crénica, se extiende solo
en el érgano afectado solo en contacto con los canales existentes {bronquios, conductos
galactéforos), pero no por via hemolinfatica.# En la figura 2.4, se aprecia al corte la salida de
un exudado caseoso caracteristico de las lesiones granulomatosa tipicas de la enfermedad.
{Ver Anexo). Los linfonodos regionales generalmente no resultan afectados por la tuberculosis
argdnica crénica, pero sl la resistencia corporal disminuye por esfuerzos especiales {(hambre,
intensa radiacién solar, enfriamiento, transporte, parto, alla produccion lactea). hay una alta
extension de la enfermedad por via linfdtica y hematica. Este hecho se designa como
tuberculosis galopante o como generalizacion tardia por perdida de resistencia o puede
cursar como una tuberculosis miliar tipica. con muchos nédulos pequenos en los pulmones e
higado., Con frecuencia se manifiesta con una rapida y progresiva caseificacion (neumonia
caseosa y mastitis caseosa), apareciendo lesiones semejantes en los linfonodos regionales y
llevando répidomente a la muerte.”® La figura 2.2 y 2.4 muestran la marcada necrosis
caseosa en el centro del tejido del néddulo linfoide. (Ver Anexo). En esta fuberculosis
galopante (reinfeccion), muestra una marcada preferencia a localizarse en las regiones
subapicales de los I6bulos superiores. La evolucién de estas lesiones lleva a la necrosis vy las
paredes alveolares incluidas en este proceso van hacia la licuefaccion del material
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nercdfico y su eliminacién a través del arbol bronquial fransformando por completo la
naturaleza de la enfermedad al crear la lesidn mdas importante y més caracteristica de la
tuberculosis: la caverna. La pared de la caverna estd constituida de dentro a fuera por varias
capas: la mas interna estd formada por material necrético y es donde se encuentran los
bacilos. Después sigue una capa de infiltrado inflamatorio constituido por células epitelioides
o gigantes, asi como linfocitos o macréfagoes, inmediatamente por fuera hay otra capa de

tejido de granulacién con vasos neoformados de pared fina, fibroblastos y fibras reticuladas.
29

Secuelas de la enfermedad

Los animales que no reciban un tratamiento precoz o se sigan explotando puede
ocaslonar secuelas como: cicatrices fibréticas que refraen, pudiendo dar Insuficiencia
respiratoria, cor pulmonare, también bronquiectasias, estenosis bronquiales, procesos
supurativos, amiloidosis, cavernas {(hemoptisis) y cuadros de disnea con lesiones avanzadas,
por destruccion del parénquima, fibrosis retractil de la pleura, rigidez pulmonar, trastorno de
la difusién por infiltracién difusa (TBC miliar), 18

VI. INMUNOPATOLOGIA

La principal via de contagio es la inhalacion de particulas, de tamafio suficiente para
llegar a las vias respiratorias (de 1 a 2 micras © menos}, conteniendo de uno a tres bacilos. La
mayoria de estos serdn ingeridos por los macréfagos alveotares. Segun las caracteristicas
fenotipicas y genéticas del bacilo (grado de virulencia) y del huésped, puede haber una
multiplicacién intracelular que acabard destruyendo al macrofago, se provocard una
quimiotdaxis por la apetencia que tienen los monocitos circulantes hacia la pared de las
micobacterias y detritus celulares.! Los macréfagos y bacilos formardn tubérculos que
estardn compuestos por macréfagos vivos, macréfagos degenerados {células epiteliodes),
macréfagos fusionados (células gigantes) y linfocitos T, El tubérculo se converird en un
granuloma, con necrosis central, fibrosis periférica y se calcificard. Los bacilos pueden
emigrar de los tubérculos iniclales a los nédulos linfalicos regionales {foco alveolar-linfangitis-
ganglio = complejo primario) desde donde, por via linfatica o sanguinea pueden diseminarse
a otros érganos, ocasionando enfermedad tras la infeccién primaria o permanecer en un
estado de latencia en el interior de los macréfagos y desarrollar la enfermedad en etapas

posteriores, Los tubérculos pueden curarse y desaparecer. caseificarse o necrosarse y
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calcificarse . El tejido necrético permite que los bacilos se repliquen extracelular y puedan
diseminarse por extension directa por via sanguinea.!4

VI.1 LA RELACION DE LA RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmunoldgica empieza cuando la bacteria es inhalada por el huésped
[aqul las barreras fisicas no ayudan de mucho por el tamafio del huésped) por lo que la
bacteria tendrd 4 caminos para enfrentarse y establecerse dentro del bovino.
1) La micobacteria se enfrente con la respuesta natural inespecifica y sea eliminadao sin
presentarse la enfermedad.
2} La micobacteria no sea eliminada, progrese, multiplique y se desarrolle la
enfermedad clinica.
3) La micobacteria no sea eliminada pero el sistema inmune controle la enfermedad sin
signologia aparente pero manifestando PPD positivos.
4} La micobacteria no sea eliminada y el sistema inmune controle la enfermedad
quedando las bacterias en un estado latente y posteriormente cuando el animal se
inmunodeprima la bacteria despierte y reinfecte, 37.38

En el primer camino la micobacteria se enfrenta con la respuesta natural inespecifica
aqui -el complemento, las NK{ células asesinas ), células epiteliales vy los TLR { Toll like
Reéepiors) destruirén a la micobacetria. Las herramientas que utilizan son :

El Complemento actia de fres formas la clasica, la alterna y las proteinas de unidén a

manosa e

En la forma cldsica tiene que estar presente un antigeno-anticuerpo + C1 para que se
siga la cadena hasta C9 y se desarolle el MAC ( complejo de ataque de membrana)
matondo a la bacteria, esto es muy dificil que pase a menos que sea un animal vacunado.
La forma aiterna es mds rapida ya que el C3b se une al antigeno y se desencadena el MAC
y por Ultimo las de proteinas de manosa se unen al antigeno y esto hace que sea mds
apetecible para el macréfago activado y sino el C3b se unird a la fraccidn de la proteina y
se dard el MAC.

Las NK son células que por sefiales intracelulares reconocen células infectadas y

degranulan granulinas, granzimas y perforinas a estas ceélulas diana y las enzimas a rompen

22




las membranas compuestas por fosfolipidos ayudando a combatir la enfermedad, también
secretan citocina como el IFNy haciendo que los macréfagos se activen.2:38.40

Las células epiteliales del tracto respiratorio son allomente sensibles porque continuamente
son estimuladas por el medio ambiente esto hace que al contacto con cualquier antigeno
se fagocite y sea presentado por su MHCII al TCR especifico, posteriormente se dard la
respuesta celular mediada por los linfocitos T CD4.41.42

TLR son receptores que detectan antigenos compuestos por cadenas de acidos
grasos como el lipoarabinomanan (LAM), estos receptores van al closter especifico del
macréfago vy por sefiales intraceluiares inducen al macréfago a secretar iL-12 y TNFa,

ayudando mds al sistema inmune de tipo natural a combaltir la enfermedad. 443

Los ofros tres caminos se explicardn en conjunto por su relacién tan intima en la
respuesta inmune celular especifica y en casos muy crénicos el desarrollo de la respuesta
inmune humoral.?

Una vez que la micobacteria se ha instalado se inicia la primera fase de la
enfermedad [ya sea por su virulencla o porque la respuesta natural no fue tan eficiente), los
polimorfonucleares intentaran destruirla pero no servird de mucho porque los compuestos
Ilpfdiéos de la bacteria disminuyen la reaccién celular de estos granulocitos. Los siguientes
que son atraldos son los macréfagos por sus multiples receptores como: manosa. Crl, 2, C3b,
CD40 y CD25 enfre ofros. Aqui se supone que los macrofagos alveolares no han sido
activados y la micobacteria es internalizada, donde tendrd que evitar ser destruida. Esta
infernalizacion se realiza por fagocitosis convencional con la ayuda del complemento siendo
Importante en este proceso la presencia de receptores CR1, CR4 y principalmente CR3 enla
superficie del macréfago, ademds de receptores manosa dirigidas hacia la superficie lipido
arabino manan {LAM]} de la pared bacilar. La expresidén de todos estos receptores estan
bajo la influencia de varios mediadores : la PGE2, citocinas tipo TIL-2 como la IL-4 estimularan
la expresion de esios receptores y por lo tanto la capacidad de la micobacterias para
adherirse a los macréfagos. Una vez que la bacteria se encuentra en el interior del
macréfago desencadenara todos sus mecanismos para su sobrevivencia. Recientemente se
han descrito en la superficie del macréfago ofros tipos de receptores con afinidad para una
amplia variedad de ligandos, como lipoproteinas de baja densidad, poliribonucledtidos,
polisacaridos {dextran-silfato}, fosfolipidos aniénicos y otras moléculas que han demostrado
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tener también un papel en lo fijacién de las micobacterias a las células fagocitadas.
También puede haber fagocitosis por otras células. 3

La segunda fase es el desarrollo de una inmunidad especifica celular que conducirad
al acumulo de células y reacciones granulomatosas. En esta fase mas neutréfilos y monocitos
emigraran al foco de inoculacién de forma precoz, los monocitos se diferenciaranen 20 3
dias y se transformaran en macréfagos, a los 5 o 7 dias observandose granulomas,
compuestos por células epiteliodes y de Lanhans, esto nos va ayudar para que la bacteria
sea encerrada y no se vaya a otros lados (evitandose asl la TB mifiar), al principlo 1a bacteria
que se encuentre en el intersticio estard viva y poco a poco el oxigeno se reducird y
acabard con su vida.4s En la Oltima capa de! granuloma hay linfocitos T CD4 y los CD8,44 la
adhesion celular esta mediada por la molécula de adhesién intracelular { ICAM], esta es
fuertemente estimulada por TNFa, la colagenasa intersticial proveniente de monocitos de
sangre periférica estimulados por el LAM bacilar ya que es capas de inducir necrosis en el
centro del granuloma y la metaloproteinasa de la matriz, estas proteinas pueden digerir el
colageno |, II, IV, asi como ofros componentes proteicos de la matriz.4¢ Al mismo tiempo las
baocterios que estdn en citoplasma de los macréfagos evitando ser destruidas por el
fagolisosoma secretardn proteinas y éstas serdn recogidas por el TAP (Transportador de
procesamiento de antigenos) y serdn llevados al aparato de Golgi para crear el péptido y
ser presentado por el MHC | (Complejo Principal Mayor de Histocompatibilidad), con esto se
presenta el TCR especifico del CD8 desarrollando su citotoxicidad secretando IFNy para
activar al macréfage e inducir la auldlisis de las célulos infectadas  liberando las
micobactetias para que los MQ-A {macréfagos activados) destruyan las bacterias. No hay
que olvidar que el macréfago al estar activado (por el IFNy, Interleucinas y otras citocinas)
también puede hacer uso de su MHC Il {complejo Principal mayor de histocompatibilidad)
con esfo el péplido procesado se puede proyectar en la membrana del MQ-A para que
posteriormente llegue el TCR especifico del CD4 y al ponerse en contacto se sensibilizan y
empiezan a producir sus propias citocinas principalmente el INFy e 1L-2 y tendrd un efecto
regulador de los linfocitos T dividiéndose en linfocitos Thl y Th2 . Los linfocitos Th1 produciran
principalmente INFy, TNF-§ e IL-2 y linfotoxing, favoreciendo la actividad bactericida de los
macrofagos, proliferando las clonas de mds linfocitos que estardan implicados en las
reacciones de hipersensibilidad retardada, siendo los macréfagos las células presentadoras
de antigenos que favorecen la respuesta.’-3 Los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10,
favorecen el crecimiento y diferenciacion de los linfocitos B, células plasmaticas y estaran

implicados en la respuesta inmune humoral ambos subtipos producen IL-3, 19G, IgM, GMCSF y

24




TNF a. Los anticuerpos producidos se unirdn a los antigenos y por medio del complemenio de
la via clasica serén destruidos {teoria que se logra con la vacunacién de BCG) pero a sido
dificlt por que recordemos que esta bacteria es intracelulary mucha de esta antes de que ta
detecte el C1 es fagocitada por un monocito inactivo por lo que no sirve de mucho la
vacunacién, 1. 4849

En el curso de la respuesta inmune ambas poblaciones ejercen una influencia
reguladora de tipo cruzado favoreciendo a una de ellas, por ejemplo el INF y de 1os linfocitos
Th1 inhibe la proliferacion de células Th2, a su vez, la IL-4 de las Th2 inhibe la generacién del
subtipo Thl, el predominio de una u ofra subpoblacién tiene efectos en las manifestaciones
de la infeccién. En la tuberculosis predomina la respuesta celular Thl y se cree que en la
tuberculosis grave predomina la respuesta humoral Th2, En los animales enfermos con
tuberculosis primaria progresiva, con infiltrados probablemente su respuesta inmune no
consigue eliminar al bacilo debido a que quizds ambos tipos de linfocites Thl y Th2 estdan
activados y las citocinas de los Th2 limitan la accién de los linfocltos Th1y viceversa, a pesar
de la gran respuesta inflamatoria, En las formas diseminadas, como la tuberculosis miliar que
se caracteriza por anergia y falta de proliferacion de linfocitos T hay una pobre respuesta
inflamatoria lo que sugiere una falla de respuesta Thl y un predominio de la citocinas
inmunosupresoras como la ILl-4 de los linfocitos Th2 o de la IL-10 y del TGF-B de los
macréfagos. 3

Otro tipé de linfocito que se acumula en los focos de infeccion son los linfocitos T y/8 y
su papel es esencial en la respuesta inespecifica y especifica. Aparece cuando hay una
buena respuesta inmune e incluso en recién nacido, indicando que puede tener una
capacidad innata para reconocer los antigenos micobacterianos. Producen principalmente
IFN y ¥ TNF a y de la forma menos constante IL-2, I1L-4, IL-5 e IL-10. Son células citotoxicas y
podrian ser como una primera linea de defensa, ya que son capaces de lisar las células
diana tras reconocer proteinas bacilares o autdlogas propias de los estados de sobrecarga,
lo que permitiria que los monocitos o macréfagos activados acuden a los focos de infeccidn
para ocuparse de los bacilos liberados de los macréfagos destruidos, De hecho, su patrédn
de produccién de citocinas es similar a la del resto de linfocitos CD4 y quizdas su diferencia
estriba en poder reconocer antigenos diferentes a los reconocidos por los otros linfocitos a/f,
como las proteinas de esirés. Como estas proteinas tienen epitopos comunes con las de fos
olros patogenos, puede haber reacciones cruzadas y reconocer asi a los bacilos sin haber
contactado previamente con elios.!
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La tercera fase de la respuesta inmune serd la tendencia a una resistencia adquirida.
No todos los linfocitos T permanecen en el foco de infeccion algunos retornan a lo
clreulacién sanguinea o linfatica, entre estos estan los que median las reacciones de
hipersensibilidad retardada. Estos linfocitos que se escapan a la sobre estimulacion
antigénica, disminuyen la produccién de citocinas y les permite diferenciarse hacia formas
de vida larga, cuando se vuelven a reencontrar con los antigenos bacilares comienzan a
secretar nuevamente citocinas desencadenando la respuesta granulomatosa local y
actuardn como células de memoria intermedia, contrarestando cualquier infeccion
adiclonal secundaria. No son verdaderas células de memoria puesto que la hipersensibilidad
retardada tiende a disminuir con el paso del tiempo. Otras células sensibilizadas pueden no
volver a encontrar antigeno y diferenciar en verdaderos linfocitos T de memoria, objetivo que
se intenta conseguir con la vacunacion (| pero aqui en México no se vacuna ) . Ademas de
los linfocitos CD8 con actividad citotéxica dependientes det antigeno, existen otras células
asesinas activadas por citocinas o células citotdxicas activadas con linfocinas { lymphokine
activated kllle- LAK) esfcs se detectan al mes de la infeccién y forman una segunda linea de
defensc cczcmdo a los macréfagos infectados que pudieran haber escapado a la

deleccion Inlclcl Estos macrdfagos infectados de forma crénica no son reconocidos de

formc eflccz por Ios Ilnfocitos normales al no poder presentarlos los antigenos de forma

. odecuadc, pero’si por ‘estas células {LAK), activadas por la IL-2, ya que no dependen de la

presentacién del antigeno.3 Las condiciones anatémicas de los granulomas tuberculosos
hacen que los bacilos puedan sobrevivir en su inferior, escapando de los linfocitos T, aunque
la baja tensidn de oxigeno. la necrosis local y licuefaccldon impiden su crecimiento y
multiplicacion. Como la generacion de las células LAK requiere niveles altos de IL-2 o IL-12
para su proliferacion la arquitectura de los granulomas favorece su secuestro y
conceniracion creando un microambiente ideal para la accidn citotdéxica, que al estar
confinada evitara lesiones sistémicas. Las células LAK, al igual que las NK, inducen necrosis y
destruyen las células diana, pero no tienen efecto bactericida. Los bacilos viables liberados
son refagocitados por las células MQ-A de los alrededores, que entonces si pueden presentar
los antigenos de forma eficaz y activar de nuevo a los linfocitos CD4.1.2

La migracién de los monocitos también esta retardada, con una baja respuesta
quimiotactica, con poca activacidn y defectuosa expresion de sus marcadores de
superficie. Estas alteraciones pueden afectar a las funciones de las NK. 3
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Todas estas alleraciones hacen que sea incapaz de limitar la primera fase de la infeccién y
la replicacién sin limite de los bacilos asociada a una respuesta celular intensa y no
controlada de los linfocitos T provoca reacciones granulomatosas exageradas o
diseminadas, retrazando el comienzo de la inmunidad protectora.!

V1.2 MECANISMOS DE EVASION

El bacilo posee varios mecanismos para evitar ser destruido por el macréfago, estos
mecanismos se resumen en :

V1.2.1 Mecanismos de Inhibicién del fagosoma-lisosoma

En el interior del macréfago. los gérmenes son encerrados en vacuolas {fagosomas),
donde fras la activacién del macréfago intentaran dirigidos mediante enzimas, tras la fusion
de los fagosomas con los lisosomas.

La unién fagosoma lisosoma aparece cuando los bacilos estan previamente dafodos, si
estos estdn sanos, pueden inhibir esta fusidn a través de los sulfatidos de su envoltura, que
daiardn la membrana lisosémica.

Algunas cepas de micobacterias pueden fragmentar ia membrana vacuolar mediante la
calibracion de fosfolipasa, escapdndose del fagolisosoma.

VI.2,.2 Mecanismos Exclusién del protén ATPasa

Aunque se realice la fusién del fagosoma lisosoma, el bacilo también es capaz de
resistir los productos lisosdmicos. La descarga del contenido lisosomico en el fagosoma
conduce a una acidificacién vacuolar que optimiza la actividad de las enzimas digestivas,
esta acidificacion es consecuencia del suministro de una bomba de protones-adenosina
tifosfato [ATPasa) al endosoma. Los bacilos pueden neutralizar esta bomba produciendo

amonio, que contrarestard la acidificacién.
VI1.2.3 Mecanismos de Evasion de la Explosién Respiratoria

Los fagocitos mononucleares, tras su activacién también generan intermediarios de

oxigeno reactivo con efecto bactericida: superdxido, perdxido de hidrégeno y radicales
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hidroxilo. Los bacilos virulentfos pueden escaparse de su acciéon mediante el secuestro de
estos radicales mediante el lipoarabinomanan {LAM), © mediante la produccién de enzimas
inactivas, como la superéxidodesmutasa, catalasa o la phenoliticglycolipid {PGL-1), estas
también regulan la produccién de los intermediarios del oxigeno intferfiriendo enlos radicales
del oklgeno.

-VI.2.4 Mecanismos de Evasion de la Apoptosis

-~ La muerte celular programada es mediada a fravés de la disminucion de la expresion
del bel-2, un inhibidor de la muerte celular. La apoptosis del macréfagoe reducird la viabilidad
de los bacilos liberados.

VI.2.5 Mecanismos de Evasidn del Oxido Nifrico

El control de la Infeccién intracelular puede tener los intermediarios reactivos de
nifrégeno génerados por via metabdlica. A partir de la oxidacién de la L-arginina por el oxido
nitrico slhtetcsc. tras Id estimulacion del macréfage por el INF gamma, se produce oxido
nifrico, estos Intermediarios estdn involucrados en varias funciones bicléglcas como fa
" vasodilatacién, neurclansmisién, regulacién enzimdtica y proliferacion linfocitaria. La
‘capacidad bacilar para resistir estos eventos parece estar clénicamente determinada por el

LAM y se puede establecer un estado de infeccion latente en la que el bacilo disminuye su
metabolismo y el LAM disminuye la produccién de éxido nitfrico. '3

VI.3 LAS FUNCIONES ANTIMICOBACTERIANAS DEL MACROFAGO Y DEL SISTEMA
INMUNE

Tras la infeccién primaria del macréfago, éste segrega una serie de mediadores. unos
con actividad antimicrobiana: TNF (factor de necrosis tumoral} IFNy (interferon gamma) y
ofros con funcién reguladora : IL-10, 1L-12, TGF-B e IL-15, factores de crecimiento de
macréfagos vy de granulocitos (M-CSF y  GM-CSF). Por la accién de estas citocinas se
incrementard la permeabilidad tisular local, facilitando el trafico celular. Estas citocinas
tienen potentes efectos inmunorreguladores y median muchas de las manifestaciones
clinicas de la tuberculosis.
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V1.3.1 Las Interleucinas

Son un grupo de citocinas producidas por los macréfagos y las células T. Estas tienen
muchas funciones, entre las que destacan mas en la respuesta celular y humoral:

La ll-1 es un pirégenc enddgeno y puede contribuir a la fiebre. Induce al macrétago
a producir citocinas prolnflcmatorlc_sg IL-2, IL-6 Y TNF y estimula la produccién de linfocitos Ty
IFNy.

La IL-2 es una citocina autécrina vy es un factor de crecimiento de las poblaciones
linfocitarias antigeno-reactivas.

La IL-4 del subtipo Th2 bloquea la proliferacion de las células Thl al disminuir la
expresion de receptores para la IL-2, desactivando a los macrofagos

La IL-6 favorece el crecimiento y diferenciaciéon de los linfocitos B y por lo tanto,
contribuye a la produccion de inmunoglobulinas, Antagoniza la actividad del TNF, porlo que
su alta produccidn favorece el crecimiento de los bacilos. El NF-IL-6 {factor de trascripcion
nuclear) es un intermediario. Tras su activacién por el LAM produce todas las citocinas
descritas. Ayuda a la adhesidon celular y o diferenciacién a los macréfagos en células
epiteloides y células gigantes.

‘La IL-B Es un factor quimiotactico para los neutréfilos, linfocitos T y basofilos, estos
fcgqéltqrcn y destruirdn a los patégenos. Su produccion excesiva provoca acumulo de
neutréfilos, contribuye a la vascularizacion de los mdargenes de la cavitaciones tuberculosas.

La IL-10 tiene propledades antiinflamatorias Y reguladores de la respuestra inmune,
inhibiendo la sintesis de ofras citocinas del monocito y de la actividad microbicida del
macrdfago, al disminuir la produccidn de radicales oxigeno y nitrogeno. También suprime la
proliferaciéon de los linfocitos T anfigeno-especifica, al disminuir la expresién del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase i.

La IL-12 favorece en los focos de infeccidn, la diferenciacidon de los linfocitos Th, la
proliferacién de linfocitos T citoliticos, células LAK y células NK antigeno-especifica conira los
macréfagos infectados. Actia de forma sinérgica conla IL-2 favoreciendo la proliferacién de

los linfocitos T. El estimulo que desencadena su secrecion es la fagocitosis del bacilo por el
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macréfago estimulado por el IFNy y de hecho representa una respuesta precoz y quizas

inespecifica a la fagocitosis. |

La IL-15 producida por los macréfagos activa los receptores para la IL-12 en las células
NK, confribuyendo asi en la produccién de [FNy ,b-3.4

La IL-18 induce la produccién de IFNy en los NK y aumenta la actividad de los CD8.4?
V1.3.2 Células, Receptores y Citocinas

Células T CDB8 secretan citocinas como el IFNy y TNFB, inducen la autdlisis mediante el

FAS 95 y pueden lisar células por su accidn citotdxica.

Células T CD4 secretan IFNy y TNFB, generan memoria y secretan interleucinas
mediante la divisién de Th2 y la division de Thl secreta IL-2 y desarrolia quimiotaxis para las
células LAK.

Células LAK detectan y lisan macréfagos infectados e inducen necrosis.

Células TCR-y/8 es un recepf‘o'r"-'de“;i:élulcs T que se encuentra en las células T
inmaduras. Estas células T pueden lisar células infectadas por micobacterias sin que haya un
TCR que los restringa a un MHC especilfico, las células TCR-y/ son las que responden de
manera predominante en la reaccién de linfocitos o cualquier tipo de enfermedad de forma

independiente, también secretan IFNy y pueden ser citotéxicas.

Los macréfagos son células altamente fagociticas y poseen varios mecanismos ya
mencionados para la destruccion de bacterias y si aparte los macrofagos son estimulados
por cualquier molécula afin se activan haciendo mds agresivo el ataque y secretando

interleucinas 1,6,8,12,18 y citocina TNFa.

TLR- al ser captados por el macréfago inducen la secreciéon de IL-12 y de TNFa.
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TGF-8, es una arma de dos filos porque aunque tiene algunos efectos proinflamatorios:
como favorecer la quimiotaxis de monocitos y aumentar la expresidn de receptores Fe,
inhibe la proliferacion de linfocitos T, Interfiere en ia funcién de las células NK y en la funcidn
cI‘totéxlccn de los linfocitos T.1-3. 4

La respuesta precoz e inespecifica del huésped serd producir y combinar al mismo
tiempo con las citocinas TNF a y INF y. Estas citocinas son eliminadas por los NK y por las IL-12
de los macréfagos infectados. Estas dos principales citocinas le van a confinar al macréfago
el poder para sobrevivir y combatir la enfermedad.!

TNF a es una proteina —citocina, que es sintetizada por los macréfagos y los monocitos en
respuesta de los lipopolisacdridos de Mycobacterivm bovis, la principal funcién de esta
citocina es inhibir la mulliplicacién de ta micobacteria en el interior del huésped, quimiotaxis
de macréfagos y polimorfonucleares y produce necrosis favoreciendo la fromacién de

granulomas, 3.4

INF y es una glicoproteina —cltocina, la mayor parte la sintetizan los macréfagos,
linfocitos Ty algunas interleucinas, la principal funcién es inhibir la replicacién viral y algunos
bgentes intracelulares. El INFy ejerce su actividad bactericida estimulando y aumentando la
produccién de peroxido de hidrogeno y metabolitos de oxido nitrico en el macréfago por
que tiene un gran facilidad de meter nitritos y iones al citoplasma del macréfago. 4 La
produccidén de estas dos citocinas (TNFa y IFNy) es fuertemente estimulada por la proteina
peplidoglican, que es el mayor componente en la pared celular de las micobacterias. TNF «
es particularmente estimulado por el lipido arabine manan {LAM}. Cuando estas dos
citocinas se juntan hacen tal sinergismo que activan al macréfago volviéndolo mds agresivo
en su respuesta impidiendo los mecanismos de evasion de la micobacteria, las respuestas
que se hacen mdas notables son: la activacién de los intermediarios del oxido nifrico,
formacion de granulomas en las dreas afectadas para que la bacteria no puede escaparse,
incrementa la funcién fagocitica, aumenta la quimiotaxis de granulocitos, que estos a su vez
van ayudar a destruir al macréfago.!-3
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Vil. LESIONES MACROSCOPICAS SISTEMICAS

Aporato Respiratorio y Linfatico

En los bovinos tuberculosos los érganos mas afectados son los nddulos linfaticos vy el
arbol respiratorio (bronquios y ldbulos pulmonares).i-1? Los nddulos cambian de tamario segun
la gravedad de la lesion pero llegan a estar hasta el tamafo de una avellana que
sobresalen de la superficie de un Iébulo grande o en ofra parte blen ventilada del pulmén,!
al corte vierten un liquido serofibrinoso de consistencia granular.’? Las lesiones surgidas por
generalizacién precoz consisten en numerosos tubérculos tipicos del tamaro de un grano de
mijo o un nUmero reducido de nédulos del tamaio de avellanas que muchas veces se
encuentran duros y pueden estar delimitados por coldgena, en estos casos los linfonodos
regionales siempre estan afectados en la medida comespondiente. Las lesiones de los
pulmones generalmente aparecen encapsuladas y de color amarillo, en las zonas afectadas
de la pleura muestran nodulos caseosos multifocales con un aspecto perlado, en la
tuberculosis miliar aguda pueden estar afectados otfros érganos y las lesiones pueden estar
distribuidas en todo el cuerpo donde no hay esplenomegalia. 2238 Como se muestra en la
figura 2.5, los idbulos pulmonares pueden llegar a desarrollar adherencias entre los mismos,
asf como también la formacién de granulomas, evidentes al corte del parénquima (Figura 2.5
y 2.7}(Ver Anexo).

Aparato Digestivo

Las lesiones en aparato digestivo se presentan en dos formas la primaria y
secundaria. En la primaria se manifiesta en los becerros que ingieren el bacilo tuberculoso a
través de la leche, Este penetra en la submucosa intestinal y culmina en la formacién de
pequeiios granulomas, linfonddulos mesentéricos y frecuentemente en higado, donde la
infeccidn permanece latente. #® La forma secundaria es caracteristica de los bovinos
adultos., Se originan por diseminacion tardia de los complejos primarios de pulmén e higado.
Cuando Mycobacterium bovis llega a la mucosa intestinal, invade sobre todo en las zonas
de cOmulos linfoides intestinales, placas de Peyer en ifleon, ciego y colon, dando origen a
Ulceras tuberculosas.?. 33 En la figura 2.6 se aprecian multiples granulomas a nivel de la

submucosa (Placas de Peyer} intestinal. {Ver Anexo).
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Aparato reproductor

Se puede encontrar metitis granulomatosa en vacas, los granulomas estan
predominantes en el endometrio. La tuberculosls por M. avium se puede enconfrar en vacas
que comen gallinaza, o pradera abonada con gallinaza., es posible que se presenten
abortos repetidos en la misma vaca. Suele presentarse vacas con tuberculosis peritoneal y
estas generalmente se encueniran muitiples granulomas a todo lo largo del oviducto y

salpinx. 22

Gldndula maomaria

Enla tuberculosis de la glandula mamaria, de origen casi siempre hematégeno, cursa
con el desarrollo de tubérculos de hasta el tamarfio de unos limones que al corte crepitan y
tienen un aspecto granular con una tonalidad rojogrisaseo, estos granulomas se extienden

alrededor del cuarto mamario. ¥

Sistema nervioso

Generalmente cuando una vaca tuberculosa llega a necropsias se examinan las
dreas neuroanatdmicas como meninges: cuerpo mamilar, tdlamo, corona radiada, nucleo
caudado, fasciculos mamilotaldmicos, pudiéndose aislar Mycobacterium bovis,
Mycobacterium hominis y Mycobacterium avium. En los animales, la tuberculosis causa

meningoencéfalitis crénica activa, 9.3

Sistema Tequmentario

Se aprecian: Ulceras, abscesos, placas y nddulos adheridos a tejido subcutdneo, con
secrecion de material purulento, amarillento grisdceo y maloliente. Estas lesiones son mas
comunes en cabeza. cuelio y los miembros. Se acomparia de anorexia, pérdida de peso y

linfadenopatia. 2.3?
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Sistema musculoesquelético

La periostitis tuberculosa primaria es poco frecuente. Aproximadamente el 1% de los
bovinos con tuberculosis sistémicas presenta lesiones dseas. Los huesos esponjosos son los mds
susceplibles {vértebras, epiffisis, costillas, esternén, huesos del craneo} y la lesién caracteristica
es el granuloma tuberculoso que se extiende en los espacios medulares del hueso esponjoso.
Varios de estos granulomas pueden confluir y destruir hueso. 27,37

Aparato urinario

Este tipo de lesiones se presentan en la tuberculosis miliar, originando procesos
inflamatorios granulomatosos diseminados. Las micobacterias causan nefritis granulomatosa
y se pueden observar pequeio focos blanco grisdceos, distribuidos al azar en el ridn. Estos
focos concéntricos pueden estar mineralizados causando unainsuficiencia renal crénica.2*-2?
En la figura 2.12 se aprecian los granulomas en el parénquima del rifidén a nivel de la corteza.

{Ver Anexo).

VII.1 LESIONES MICROSCOPICAS

La accion del agente causal determina las caracteristicas morfolégicas de la zona
necrosada y los rasgos morfolégicos de esta necrosis dependen de las enzimas liberadas en
la zona y la desintegracidn de los componentes fosfolipidicos que presenta Mycobacterivm
bovis.!? En la figura 2.15 tincion de Zieht Neelsen y en la figura 2.14 tincidn HE se observan las

células gigantes y macréfagos presentando a los bacilos. {Ver Anexo).

VIL. 1. 1 EL TUBERCULO O GRANULOMA

En este tipo de lesidn crénica se caracteriza por detalle celular que
predominantemente son los macréfagos, estos pueden estar solos e inclusive pueden tener
en su interior a los bacilo. Los macréfagos activados pueden unirse  para formar células

gigantes (Langhans) o células epiteliodes, los cuerpos extrarios son de morfologia mas
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grande y tienen la funcidn de fagocitar a los bacilos, los linfocitos T van a captar las
respuestas del macréfago y van a dividise en CD4 {cooperador) y CD8 (citotdxico). las
células plasmaticas van ayudar a la ozonizacidn, los fibrocitos, fibroblastos y iones calcio van
hacer aftraidos por los macréfagos vy su funcidn es crear microgranulos, que al final de
cuentas nos van a encapsular la lesidn. Otra caracteristica de este tipo lesion granulomatosa
es la persistencia de una necrosis de tipo caseoso. '? En la figura 2.14 se puede apreciar el
cenfro de un granuloma con todas las células inflamatorias presentes en el granvloma y

como el sistema inmune limita la lesién. (Ver Anexo).
Vil. 1. 2 EVENTOS CELULARES EN LA HIPERSENSIBILIDAD

La hipersensibilidad estd mediada por células sensibilizadas (linfocitos T), cuando los
linfocitos reaccionan con los antigenos invasores se secretan multiples sustancias, llamadas
linfocinas. Entre las linfocinas existen linfotoxinas, con capacidad de lisar células infectadas.
Ofras linfocinas modulan la respuesta inflamatoria, al atraer y activar a las células
inflamatorias efectoras. Existe un tercer grupo de linfocinas denominados mitégenos, que
inducen la proliferacién de linfocitos. En resumen la hipersensibilidad incluye elementos
como: antigenos, linfocitos T, linfocinas, células efectoras. Entre ofros eventos celulares se
incluyen a los macréfagos, neutrofilos, eosindfilos, basdfilos, células endoteliales y fibroblastos.
De esta forma, el linfocito T regula la intensidad y la duracion de la respuesta inflamatoria en
la hipersensibilidad de fipo IV., Con este mecanismo se pueden detectar animales subclinicos
o fases tempranas de la enfermedad medionte la prueba de la tuberculina o

intfradermoreaccion. 3732 (Ver Anexo figura 2.11)
Vviil. DIAGNOSTICO CLiNICO

Mediante el diagndstico clinico el Médico Veterinario puede determinar
hipotéticamente el grado o la enfermedad del animal, pudiendo recetar un tratamiento

preventorio. Para llegar a un buen diagnéstico clinico hay que evaluar los siguientes puntos:
s Historia clinica completa
* Anamnesis (es un método clinico usado para recordar sucesos importantes)
e Signos clinicos
e Tuberculina

e Andilisis histopatolégicos y cultivos
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Prueba de tuberculina

En la prueba de la tuberculina se utiliza un derivado proteico purificado (PPD), el cual
es oblenido por la fracclonamiento quimico de la M.bovis. El PPD se estandariza en términos
de su actividad bioclégica en "unidades de tuberculina”. Esto se hace por la dosificaciéon que
corresponde a cada huésped hipersensibilizado porque puede dar lugar a reacciones
locales intensas y una exacerbacion de la inflamaciéon y la necrosis en el foco de la
infeccion. Por esta razén, en las reacciones de tuberculina que se hacen en las
investigaciones colectivas se usan 5 Unidades de Tuberculina {TU).. en los bovinos en quienes
se sospecha hipersensibilidad extrema, la prueba cutdnea se comienza con 1 TU. Se
administra un material mdas concentrado, solamente si la reaccién con § TU es negativa. La

cantidad inyectada intfracutédneamente es en general de 0.1ml. 3

Las reacciones a la tuberculina pueden variar segun el grado de infeccién que tenga el
bovino por lo general reaccionan a las 24 Hrs. a 48 Hrs. con los siguientes signos : induracion,
edemaq, erifema vy en las reacciones fuertemente positivas se da la necrosis central. La
prueba cutanea debe leer a las 48 a 72hrs. La reaccidén se considera positiva si la inyecciéon
de 5 TU es seguida de una induracién de 10 mm o mds de didmetro. Las pruebas positivas
-!ienden a persistir por varios dias. La prueba de la tuberculina se hace positiva en cuatro o
sels semanas después de la lnfecclén { o de la inyecclon de bacilos avirulentos). Se ha
reportado que en infecclones ek;ﬁe‘rirﬁénic‘lés los bovinos recién infectados eliminan albacito
en esta primera etapa, siendo dificil ;u Identificacién positiva a la prueba de tuberculina, esto
se puede d_éber"q: e S

a). la respue'sid inmune celular y humoral estén dando picos elevados de receptores y
‘no se puedén regular como: consecuencia se desarrolla una anergia.

b) Enfermedad inmunosupresoras como: Leucosis y Brucelia.
c) Medicamentos inmunesupresores como : corticosteroides.

La reaccién a la tuberculina es especifica y nos ayuda a medir la hipersensibilidad
retardada desde el punto de vista inmunitario., Se cree que los linfocitos T circulantes
sensibles a los antigenos encuentran primero al antigeno inyectado y responden haciendo
que las células cebadas vecinas degranulen y liberen factores tensoactivos como la
serotonina. El aumento de la permeabilidad es por consecuencia de estos mediadores y
permite que mas linfocitos T emigren desde ia sangre hacia el interior de los tejidos. En la

segunda etapa de la reaccién los linfocitos T que emigraron encuentran a los antigenos que
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les presentan las células de Langerhans; se dividen, se diferencian y liberan linfocinas. No esta
claro todavia que linfocinas participan y en qué orden actian, pero se piensa que los
macréfagos se acumulan en el lugar debido a la liberacidn de factores quimiotacticos
inhiben su migracién por accién de factores inhibidores de la migracién (IFN a). Los cambios
vasculares probablemente se deben a la liberacién de mediadores de la inflamacién adn
mal definidos y de enzimas de los lisosomas de los macréfagos. Los macréfagos ingieren y por
ultimo destruyen al antigeno inyectado, lo cual permite que los tejidos regresen a la
normalidad.® La figura 2.11, indica los eventos celulares a la reaccién del antigeno PPD. (Ver

Anexo).

En humanos después de la vacunacién (con BCG )la prueba positiva se sostiene
durante 3 a 7 afios. Solo la eliminacion de bacilos tuberculosos viables del organismo da por
resultado la regresion a la negatividad de la reaccién tuberculinica. Sin embargo los bovinos
que durante afios han sido PPD positivos que estan saludables, pueden en un momento
dado dar reaccién negativa, aqui se discute el tema de que los animales estdn en estado de

anergia.®?

d) Interpretacion de la prueba de tuberculina- La prueba de la fuberculina se utiliza enla
inspeccién con la colaboracidon de Médicos Veterinarios responsables. Toda vaca reactora
sospechosa o positiva es sometida a una nueva prueba por personal Veterinario regulador
por medio de una prueba cutdnea cervical comparativa si vuelve a dar un resultado positivo
serd decomisando la canal completa o por partes segun el criterio del inspector de sonidad,
este le hard una necropsia y deberd notificar ante las autoridades. Desgraciadamente la
inspeccién de matadero adolece la falta de sensibilidad debido al iamario insignificante de

las lesiones en muchas vacas. 3.4

La prueba de intradermoreaccion tiene sus desventajas :

a) Se realiza en forma directa sobre cada animal en las tablas del cuello o en laregién
anocaudal, ademds se tiene que contar con personal técnico o profesional.
b) Requiere movilizar dos veces al animal, por lo general la lectura se hace positiva

cuando el didmetro de la piel es de 5mm a mas.

¢) Cuando la lectura es de 2 a 4mm el bovino queda como sospechoso y se tiene que

volver hacer la prueba.
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d) El manejo del ganado provoca estrés y se ve reflejado en la sala de ordefia bajando

un 8% promedio por dia. por vaca sometida a la prueba.
e) Sielanimal acaba de contraer lainfeccién la prueba de la tuberculina no lo detecta.
f} Sielanimal esto bajo la influencia de la anergia prueba de tuberculina no lo detecta.

g} No se puede repetir antes de los 60 dias debido a que el animal tiene que eliminar los

antigenos de PPD. 1?

Se han hecho modificaciones de las pruebas de tubercuiina pero no estan operando
en nuesiro pais, pero incluyen la prueba térmica breve, Ia cual se administra un gran
volumen de solucién de fuberculina subcutanea y el animal se examina para ver si tiene un
c:umenf_o en la temperatura entre cuatro y ocho horas mas tarde { presumiblemente la
tuberculina actta sobre los linfocitos T, que entonces liberan linfocinas las que a su vezhacen
que los macréfagos liberen intedeucinas ). La prueba de Stormont se basa en la sensibilidad
cumari_'ddé enel lugqr en que se realizd una prueba, que se produce después de una Unica

: InYeccién; se hace dando dos cosis de tuberculina en el mismo sitio, reparadas por siete dias.
Estas pruebas son todas relativemente sensibles, y pueden usarse en vacas después del

parto, asi como para animales muy infectados. 9.4

Vill.1 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Para hacer diagnéstico oe laboratorio se pueden recurrir diferentes métodos, dentro
de los mds ulilizados estan las proebas bacteriolégicas {cultivos, aislamientos e inoculaciones

animales de laboratorio) y las proebas serolégicas.

Para el cultivo, se puede hacer directamente de las secreciones, aspirado fraqueal,
muestra de jugo gdstrico, evacuaciones (orina, leche, calostro, heces moco cervical etc.),
en materiales no contaminadoss por ofras bacterias. El esputo es primero tratado con
hidréxido de sodio al 2% u ofros agentes bactericidas para los microorganismos
contaminantes. El esputo licuads se neutraliza, sé centrifuga y el sedimento es inoculado en
medios apropiados. El crecimiento del bacilo tuberculoso es lento aproximadamente 3 meses
se tardan en entregar resulatadss pero es el mas seguro en los medios de cultivo sintético
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habituales. Por lo tanto, un diagnostico definitivo de tuberculosis es cuando se cultiva M.bovis

en medios orgdnicos o de Lowestein-Jensen.3+ 35

Las caracteristicas tintoriales de M.bovis permite su rapida visualizacion
{baciloscopia), observadas en microscoplo de campo oscuro, 35 3 La tincién kinyoun es
similar a la de Zieh!-Neelsen, pero no utiliza el color para favorecer la captacion de la tincién.
Las técnicas flurocrédmicas con auramina-rodamina se basan en el mismo principio basico. 38

La inoculacién en animales. partes del material para cultivo se puede inocular
subcutdneamente en cobayos, a los cuales se les aplica una prueba de tuberculina fres o
cuatro semanas después, a las seis semanas se les aplica una necropsia buscando
tubérculos.34

Las pruebas seroldgicas, son de mucha importancia ya que la tuberculosis debe ser
emradicada. Dentro de la pruebas mdés ulilizadas destacan: fijacion del complemento,
anticuerpos fluorescentes, aglutinaciéon directa, anficuerpos monoclonales.

radioinmunoensayo Elisa.3 Se explicaran brevemente las pruebas mas importantes.

La aglutinacién directa consiste: en una célula o un antigeno insoluble aglutina

directamente con el Ac-especifico.35

La prueba de radioinmunoensayo consiste en que el Ac. Conocido es conjugado con
un elemento rcdlqiséfopo {1 125), lo cual permite cuantificar posteriormente si es que se ha
producido la re‘c_.jg‘t‘,:clén Ag-Ac. Mediante una camara gamma. Esta prueba es sensible y

especifica pero es muy costosa, 354’

La prueba de anlicuerpos flucrescentes consiste: en marcar con colorantes
fluorescentes (rodamina, isotiocianiato de fluoresceina) un anticuerpo especifico contra el
antigeno tuberculoso, De esta manera se observa al microscopio de campo oscuro el

anticuerpo fluorescente unido al antigeno. 3%

La prueba ELISA (Enzyme-Linked immuno sorbent Assay), es una técnico
inmunoenzimdtica que se ha hecho muy popular gracias a su sencillez, versatilidad.
capacidad de realizar gran nUmero de muestras, rapidez y economia. Esta prueba consiste
en reclutar un anticuerpo conocide que se conjuga con una enzima y se produce la
reaccién antigeno anticuerpo, posteriormente se le afiade el sustrato especifico
produciendo una modificacién en el color que puede ser visualizada a simple vista. 35
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La prueba de ELISA es muy Util para diagnosticar TB y se base en utilizar anticuerpos
monoclonales, diversos estudios coinciden en concluir que esta prueba es de alla
sensibilidad y una baja especificidad, comparada a las pruebas de PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa} y la de INF y . 47.48 Sin embargo, el ELISA puede identificar animales
Infectados en las primeras etapas previas al desarrollo de la hipersensibilidad retardada de
tipo IV, asi como animales en los que la reaccién estd suprimida (anérgicos). La razén de
dichos resultados radica en la divergencia entre la inmunidad celular y lahumoral en el curso
de la TB, Dicho esto los investigadores y doctores de la UNAM realizaron una investigacion
ulllizando la prueba de ELISA y PPD de M.bovis dializado, esto se realizé en distintos estados
de la Republica Mexicana con la ayuda de CANETB (Campaia Nacional de Eradicacién de
la Tuberculosis Bovina} y los resultados fueron sorprendentes, ya que de 270 bovinos que se les
aplicd la prueba de tuberculina salieron negativos 177 y 23 fueron positivos, pero de los 177
que resultaron negativos se les puso aprueba con ELISA-PPD 2 bovinos salieron positivos, estos
nos hace pensar que para emradicar la TB en México hace falta que se combinen la dos
pruebas (luberculina y con ELISA) para eliminar a los animales positivos, 4°

Vit 1.1Pruebas especiales

Dentro de las pruebas que van a la vanguardia destacan: Interferén gamma, la

reaccidn en cadena de la polimerasa {(PCR) y citometria de flujo. 18

La prueba de IFNy es una prueba para medir la respuesta celular, los investigadores la
emplean mucho para sus investigaciones por su alta sensibilidad y especificidad.« La
deteccidén y evaluacion de interferén gamma se esta utilizando junto con la prueba
infradérmica en la zona norte de nuestro pals porque se considera una zona endémica y EUA
quiere emadicar la enfermedad. Esta prueba detecta las linfocinas especificas (IFN-a)
producidas por los linfocitos en respuesta a los organismos de la tuberculosis, Los bovinos
marcados positivos se envian a plantas de matadero autorizadas. Los propietarios pueden
percibir la indemnizacion comrespondiente asi como el valor del aprovechamiento. 4

La prueba de PCR es un método in vifro para replicar una secuencia de DNA definida
en forma exponencial. Esta prueba amplifica una copia de algun gen en millones de forma
sensible, selectiva y rdpida. '8 Basandose en este método se disefié ofra prueba mas
especifica y la llamaron RAPD {Random Amplified Polymorphic DNA). el cual consiste en la

combinacién de dos técnicas comunmente usadas en biologia molecular, que fueron
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aplicadas para la identificacién de un fragmento geonémico especie-especifica del bacilo
bovino con la técnica RAPD {(Randon Ampliefied polymorphic DNA) se obtiene un fragmento
Unico de M.bovis, el cual fue usado en el disefio de iniciadores especificos en le reaccién de
PCR. La técnica de RAPD ha sido previamente utilizada para la tipificacién de cepas de
varios microorganismos incluyendo M. tuberculosis, también mediante esta prueba se puede
diferenciar el M.bovis de ofras especies de micobacterias aun cuando compartan una
homologia en el dmbito geondmico de 90%. La deteccidn de este microorganismo por esta
técnica presenta una ventaja enorme sobre las técnicas previamente reportiadas mediante
esta prueba combinada se pueden identificar el bacilo de la tuberculosis bovina en muestras

orgdnicas como la de leche. ¢

La prueba de citometria de flujo permite analizar las células en suspensidn, a medida
que van desafiando frente a un rayo Idser y se determinan sus caracteristicas fisicoquimicas y
su contenido de ac. nuclelco, asl como sus caracteristicas fenotipicas de acuverdo a sus
antigenos de membrana los que son marcados con anticuerpos monoclonales fluorescentes.
Usando esta prueba se le dio seguimiento a un experimento en los venados cola blanca,
evaluando y cuantificando los bacilos de M.bovis que tenian los venados. Esta prueba se
uso para determinar la contribucién relativa de células individuales monoclonales de sangre

periférica infectadas con M.bovis en la respuesta del anfigeno M.bovis. 22

Vill. 2 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

En la corolditis por Pneumocyslis carinii, las lesiones de aspecto oftalmoscépico y
angiogrdfico similar (multifocales, blanco-cremosas o amarillo-anaranjadas, redondas u
ovales, en polo posterior o en periferia media, uni o bilateral), son en general mdas grandes
que las fuberculosas y presentan mayor tendencia a la confluencia. En EE.UU. el
antecedente de neumonia por Pneumocistis y el estar realizando profilaxis con aerosoles de
pentamidina orientardn hacia este diagndstico. Las coroiditis por criptococo, también de
aspecio semejante, suele presentarse en el contexto de una meningitis ya diagnosticada y
asociar papiledema. Las metastasis coroideas linfomatosas son también muy similares pero
en general de mayor tamafio y relieve; asocian mayor desprendimiento seroso perilesional. El
hallozgo de lesiones neopldsicas en otfros érganos y la buena respuesta quimio y
radioterapica establecerdn el diagndstico diferencial definitivo. Las coroiditis por
Mycobacterium avium son poco frecuentes, los nddulos mds pequeios y se presentan en

estados de inmunodepresion avanzado-terminal {CD4 menos de 50), a diferencia con la
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coroidifis que puede observarse en estadios precoces con niveles altos de linfocitos CD4. La
mucormicosis es causada por el hongo de la clase de los Zigomicetos, orden de los
Mucorales, es una micosis oportunista. La localizacion de esta infeccidn es pulmonar. 24

Los exudados algodonosos pueden simular una coroiditis miliar. pero en ésta las
lesiones son mdas amarillentas y son cruzadas «por enciman por los vasos retinianos. También
pueden ser confundidos con algunos casos excepcionalmente infrecuentes de la bacteria
Nocardia tiene también las caracteristicas de ser una acidomresistente, pero en el cultivo
desarrolla filamentos y es de rapido crecimiento. La bacteria Actinobacillus desarmrolla una
pleuroneumonia fibrininopurlenta tromboembdélica, dandose un cuadro agudo y mortal,
generalmente esta enfermedad, es de especie especifica (en el cerdo), pero pueden haber
serotipos mutantes presentando un cuadro confuso en los bovinos. 48

IX. TRATAMIENTO

Las vacas que reaccionen positivas a la tuberculina deben aislarse del ganado sano y
se agruparan en un corral, Las vacas sospechosas se estabularan aparte. Por la gravedad de

la enfermedad vy la localizacidn de las lesiones deduciremos la posibilidad de continuar
explotando a los animales afectados o de proceder a su aprovechamienio inmediato

cuando exista una tuberculosis abierta.!s

El tratamiento medicamentoso no se lleva a cabo porque el empleo de los farmacos
representa una carga financiera bastante fuerte para el productor comparado a los
beneficios que pueda dar el animal recuperado. Ademds no es imprescindible conservar la
vida del paciente, como ocure en medicina humana. El ganado debe proporcionar
beneficio para la explotacion y asi mismo para la sociedad por lo que debe de cumplir con
los aspectos zootécnicos como: gestacion, parto y produccién lactea de buena calidad, de
esto dependerd la rentabilidad del animal y de la explotacion. Si se desea emplear los
medicamentos o los fdrmacos antituberculosos, deben tomarse en cuenta varios requisitos
imprescindibles como: la combinacién de al menos dos farmacos para reducir el riesgo, el
tratamiento deberd ser siempre prolongado y por ultimo, debe considerarse que la respuesta
inmunitaria del huésped es esencial en control de la infeccién, por lo que el tratamiento
deberd modificarse segun la enfermedad del paciente. 1320
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1IX.1 FARMACOS DE PRIMERA LINEA

Isoniazida- Por su excelente actividady bajo costo, es considerada un buen farmaco
contra la tuberculosis. Esta actia inhiblendo la sintesis de los dcidos micdlicos de la pared
celular, es acelilada en el higado y los dos efectos adversos son: su hepatotoxicidad y la
produccién de neuropatia periférica, en ocasiones produce reacciones cutdneas, fiebre,

convulsiones y sighos nerviosos.

-Rifampicina- Esta actua bloqueando la sintesis de RNA, inhibiendo la RNA polimerasa.
Los efectos adversos son: la aparicién de un sindrome pseudogripal, el desarolio de
trastornos digestivos, reacciones cutaneas, anemia hemolitica e insuficiencia renal por nefritis
intersticial. La rifampicina es una enorme catalizador enzimatico de las enzimas microsémicas
hepdticas, por o que disminuye el tiempo de vida de otros farmacos como los dicumdricos,
corticoldes, anticonceptivos y el propanol. 13

Estreptomicina- Es un aminoglucdsido con capacidad bactericida frente a M.bovisy
es barato, pero tiene el inconvenlente de que solo puede emplearse por via inframuscular y
tiene una importante toxicidad, por su ototoxicidad y nefrotoxicidad. Este farmaco actia
inhibiendo la sintesis de proteinas a nivel ribosémico.!?

IX. 2 Farmacos de segunda linea

Existen ofros fdrmacos pero son menos comerciales por sus efectos secundarios y
porque son bacteriostatico dentro de los mds imporiantes estan :Acido paraaminosaticilico,
tiacetazona, quinolonas y cefalosporinas.

El enfermo con esputo positivo se convierte en no infectante a las dos o tres semanas
después de haber empezando la quimioterapia. En ocasiones, el tratamiento puede verse
lento por las enfermedades persistentes o por inmunodepresores, 2!

IX. 3 Resistencia bacilar a los fGrmacos

La resistencia que ofrecen algunas cepas, se debe a una reduccion en la produccion
de catalasa y peroxidasa que es debida a una delacién en un aminodcido en el gen KatG,
que codifica la produccién de la enzima peroxidasa. También se ha encontrado una
mutacién que afecta un residuo de serina en el gen rpo B, qbe codifica la subunidad b de la
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RNA-polimerasa. Siempre que aparezca resistencia a un farmaco debe afadirse al
tratamiento al menos otros dos nuevos, sl es posible bactericidas. La aparicién cada vez mas
frecuente de cepas mulliresistentes supone un enorme riesgo epidemioldgico y un dificil reto
terapéutico, 2t

1X.4 Inmunoestimulante

El Inmunoestimulante que ha revolucionado a la ciencia es el factor de fransferencia,
es un producto derivado de una estirpe de los leucocitos de la sangre. Este producto sirve
para incrementar las actividades del sistema inmune, es un producto libre de contaminantes.
Tiene la propledad de transferir la inmunidad de un organismo, alguien que no la fiene. Otra
caracteristica, es que practicamente carece de efectos secundarios y no es toxico, 41

Pauta terapéutica

La pauta mas habitual de tratamiento ha sido la administracién diaria de izoniasida y
rifamplcina durante 9-12 meses. Con esta pauta suelen alcanzarse tasas de curacién del 99%.
‘Puede anadirse etambutol o estreptomicina durante los 2 primeros meses, también se puede
administrar el factor de fransferencia para la estimulacion de la respuesta inmune, 13.21

Prondstico

La explotacidn econdmica de los reproductores valiosos, especialmente. es posible
durante meses o afios cuando las lesiones tuberculosas son de grado tan reducido que no
producen sintomas morbosos, con tal que las circunstancias externas no aceleren el curso
del proceso, En los casos de frastornos del estado general esta indicado el aprovechamiento
a tiempo mandando la leche a centros especializados para que traten la leche y

posteriormente se procedera al sacrificio, estos serealiza por razones econdmicas.!®

X. PREVENCION

Todo bovino de recién ingreso permanecerdn en cuarentena, hasta que se les realice
una exploracién veterinaria. Esta medida es necesaria por el bienestar de la explotacion,
cuando existen garantias por parte del vendedor de que el ganado se encuentre libre de
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tuberculosis © de que procede de un hato sano. Son absolutamente imprescindibles la
medidas higlénicas mas estrictas durante la crianza y explotaciéon. Si el bovino tiene una
dieta como la gallinaza o pollinaza se tendrd que estudiar para verificar que no este
contaminada con M. avium. La leche y el calostro que se les dé a los terneros tendrd que ser
de vacas exentas de toda enfermedad. La exploracion medica de las personas que
trabajan en el establo debe realizarse periédicamente. La base de lograr un hato libre de
tuberculosis esta representada por la crianza rigurosamente higiénicas de todo el ganado
joven.18

XI. VACUNACION

La vacunacién en humanos se basa en la administracion una cepa viable atenuada
de M.bovis lamada bacilo Calmette-Guérin {BCG) ha sido usada en mas de 120 paises
durante muchos afios, como vacuna para prevenir la tuberculosis. La eficacia del BCG ha
variado del 0 al 85%, lo que indica la influencia de algin factor ambiental desconocido o de
factores del huésped. Por ello se estan redlizando multiples trabajos en busca de una nueva
\)acunc mas eficaz. Algunos de estos trabajos investigan cepas atenuadas tanto de M.bovis
como de M. tuberculosis. Pero también hay muchos que estan intentando desamoliar
vacunas de DNA que solas o con la ayuda de adyuvantes {como el interferdn), sean

capaces de inducir inmunidad celular, .13

La vacunacién con BCG (Bacilo de Calmette-Guerin} no se utiliza en bovinos, debido
a que no previene completamente la infeccién y el ganado vacuno reacciona a la prueba
de tuberculina no pudiéndose distinguir entre los animales sanos. Sin embargo en algunos
palses de América del Sur se vacuna por diferentes razones como por ejemplo cuando no es
posible por el momento instaurar un programa de emradicacién pero se desea disminuir la
frecuencia del padecimiento con vistas a la preparacion de programas de eradicacién de
la tuberculosis. La vacuna BCG debe repetirse anualmente y los animales vacunados
permanecen con reaccién positiva a la tuberculina. Se deben vacunar los terneros lo antes
posible tras el nacimiento ya que no logran inmunidad hasta pasadas 6 semanas. La
Inmunidad conferida no es muy sélida, por lo que los animales vacunados no deben

someterse a exposicion intensa y prolongadas. 7
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Xll. CONTROL

Con el objetivo de confrolar la enfermedad a nivel del humano se diseiié la Campafia
Nacional contra la Tuberculosis bovina citada en la Norma Oficlal Mexicana NOM-031-Z00-
1995. Esta norma consiste en eliminar fos animales infectados para controlar la propagacién
del proceso infeccioso y evitar la incorporacién de nuevos animales. La identificacion de los
animales positivos y negativos depende en gran medida de la utilizacién de la prueba de
tuberculina. Deben realizarse las pruebas en todos los animales de mdas de tres meses de
edad y eliminar a los reactores positivos siguiendo la legislacion local. Los reactores
sospechosos se les aplicard una valoracidn clinica. Sflos animales se encuentran vacunados
no podran participar en este programa, ya que saldrédn positivos. Es por esto que la

vacunacién no se realiza. 7.34

Si la incidencia de reactores positivos es elevada los animales tendran que ser
sacrificados y los demds animales sospechosos se les repetird la prueba cada dos o fres
meses. Si el hato es nuevo negativo puede clasificarse como exento de la enfermedad en lo
sucesivo se deben practicar inspecciones y pruebas anualmente. Tan pronto se elimine el
primer grupo de reactores, los comederos deben limpiarse y desinfectarse. De forma similar si
los reactores sospechosos siguen mostrando ciertos signos de duda se seguiran vigitando y
haciendo pruebas en corrales aparte. Es de extrema importancia que los terneros se crian
para reemplazar el ganado alimentados con leche exenta de tuberculosis procedente de
animales sanos o bien con leche pasteurizada. De los animales sospechosos y de los sanos o
de nuevo ingreso, se impedird el uso comunal del suministro de agua o de pasto y se aislaran
los animales mediante vallas adecuadas. 74% Para constar de que esta Norma se lleve acabo
es apoyada por las Unidades de Regularizaciéon Zoosanitaria (URZ}). Esta unidad tiene el
propésito de realizar pruebas de diagndstico, tratamiento y ademds servicios zoosanitarios.
Para el efecto de la importacién, todo ganado bovino que se pretenda introducir al terriforio
nacional deberd estar amparado de un certificado zoosanitario oficial del pais de
procedencia, que indique que los animales estén libres de enfermedad infecto-contagiosa y
que resultaron negativos a las pruebas practicadas 60 dias naturales antes de la exportacion,

44

La campaia nos brinda Unidades de Produccién Confrolada (UPC) que tiene por
objeto el acopio de animales productores de leche, positivos a las pruebas, con la finalidad
de aprovechar su produccién lactea antes del sacrificio de esta manera el productor se

asegura y no plerde totalmente como en ofros paises. Unicamente los establos lecheros
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podrdan ser autorizados por la Secretaria como unidades de produccién controlada, estas

unidades seran autorizadas por la Secretaria y en forma conjunta con la Comisién deberda

supervisar el cumplimiento de los siguientes requisitos: «

Q,

b)

<)

d)

e

f}

e}

Estar aislados sin la posibilidad de cualquier contacto con centros de produccion

animal.
Deberd contar por lo menos con un Médico Veterinario aprobado.
Contar con accesorios minimos necesarios para las instalaciones de los animales.

Contar con un programa de desinfeccidn y los vehiculos deberdn ser limpiados y

desinfectados

Los animales identificados positives, que ingresen a la UPC, deberdn ser identificados
con marca permanente con una letra T en el masetero izquierdo y con arete rojo,
contardn ademds, con el cedificado zoosanitario comrespondiente y para el mismo se

debe expedir al rastro del destino final del animal.

Cuando la incidencia global de la tuberculosis es del 5 por 100 o menos, el Unico
metodo satisfactorio de emadicacién consiste en la practica obligateria de ensayoy

sacrificio de los reactores. 7

La produccién ldctea obtenida de la UPC deberd ser destinada exclusivamente para

pasteurizacion. 4

XIi.1 Las principales acciones de la campafia contra TB para este afio 2002 son:

Prueba de TB y eliminacién de reactores.

Inspeccién de rastros y envio de muestras al laboratorio.

Andlisis histopatolégicos y bacterioldgicos de hatos infectados.

Las metas para la campaiia de T8 en México para este 2002 son:

Incorporar a la fase de erradicacion a los estados : Baja Califomia Norte, Durango, Sinaloa,

lacatecas y Veracruz.

Tuberculinizar a 2.8 millones de bovinos. 44
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Figura 3.1 Mapa de avances en el contro! de la Tuberculosis Bovina.

Tuherculos ls bovina
(unio)

En este esquema de la Republica Mexicana SAGARPA 2002 demuestra que a pesar
del esfuerzo realizado en la campania de emadicacion, esta siguen siendo poco satisfactoria
y los ganaderos siguen perdiendo entradas de millones de ddlares por afio.

XH.1 SACRIFICIO E INSPECCION DE CARNES

Los animales reactores de un hato seran sacrificados en un rastro autorizado por la
Secretaria, en un periodo no mayor de 10 dias naturales posteriores a la notificacion del
resullado, de acuerdo a la fase de campania, excepto el ganado lechero especializado
en programa de monitoreo de la fase de confrol. El sacrificio deberd realizarse de trato
humanitario a los animales y se levantard un acta con cardcter oficial que Iindique
claoramente que se sacrificaron dichos animales, indicadndose también en el certificado

zoosanitario con el que fueron movilizados. 44
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Segun el articulo 34.4 del reglamento de inspeccién de Carnes, todas las partes
tuberculosas del cuerpo animal deben declararse inaptos para el consumo. Se considera
tuberculosos a la carne v érganos cuando los nddulos linfaticos regionales correspondientes
estan afectados. En la tuberculosis de los nddulos mesentéricos se confiscan todos los
intestinos, incluso la grasa mesentérica., en la tuberculosis pulmonar o de alguno de sus
nodulos linfaticos, se confisca la fraquea y la laringe. En la tuberculosis dsea debe
deshuesarse la carne y eliminar los huesos. El resto del cuerpo del animal, en los casos
anteriores. 1944 En la figura 2.9 se exponen los nédulos linfoides axilares, para su inspeccién y
decomiso de la canal. (Ver Anexo).

Disposiciones judiciales

El seguro estatal considera a la tuberculosis bovina como una enfermedad
profesional en el hombre si la trasmitié el animal al hombre durante el frabajo. Silos patrones,
culdadores, ordefiadores, veterinarios o asistentes técnicos solicitan indemnizacién es
necesario comprobar el agente M.bovis."? Cuando exista venta de bovinos hay un periodo
de garantia de 14 dias para la tuberculosis siempre y cuando debido a esta enfermedad se
pbserva una notable disminucion del estado de nutricidn. Cuando los bovinos de produccién

o de recria la tuberculosis tiene un periodo de indemnizacién o de reclamo de 6 semanas.'3
4

Xiil. CONCLUSION

La tuberculosis es por afadidura una de las zoonosis mas importantes
aproximadamente el 10% de su incidencia en la especie humana se debe por bacterias
procedentes del ganado bovino. El descenso de las producciones de leche y carne asi
como el desecho de los bovinos a consecuencia de las lesiones tuberculosas localizadas en
distintos érganos alcanza unas proporciones que apenas pueden igualarse con las de otras
enfermedades. A esto hay que afiadir las cuantiosas perdidas derivadas del decomiso de

carnes y érganos no aptos para el consumo humano por proceder de animales tuberculosos.

Es necesario seguir investigando nuevas vacunas que no interfieran en el diagnéstico
de la enfermedad y den falsos positivos, también es una excelente idea que en la campaiia
de erradicacién confra tuberculosis bovis se hagan diagnésticos mas especificos para
combatir esta enfermedad.
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