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1. INTRODUCCiÓN

1.1 Defin ic ión y Etiología.

La tuberculosis bovina (TB) es causada por Mycobacterium bovis, uno de los integrantes del

complejo Mycobacterium tuberculosis . Es una enfermedad infecciosa y zoonótica que se caracteriza por

formar granulomas principalmente en linfonodos de cabeza, tórax y pulmones (Stevens, 1995; Blood y

Henderson, 1988).

Las micobacterias son bacilos que miden desde 0.2 - 0.6 x 1 - 10 urn, son inmóviles, delgados, y

pertenecen al grupo de Gram (+). Son microorganismos intracelulares aerobios facultativos, crecen

lentamente (3 a 6 semanas) en medios de cultivo complejos a una temperatura de 37 a 38°C, formando

colonias color crema y redondas. Su pared celular tiene un alto contenido de lípidos los cuales le proveen

de la característica de ácido alcohol resistencia, hidrofobicidad, resistencia a la desecación y a la acción

de los anticuerpos y desinfectantes. Dentro de los lípidos más importantes se encuentran el ácido

micólico, lipoarabinomanano (LAM), cera D y factor cordón, los cuales juegan un papel ímportante en la

respuesta inmune y en los mecanismos de resistencia de la bacteria (Silva, 1983; Campuzano, 1998;

Fenton, 1996),

1.2 Importancia Económica.

Se ha reportado que un tercio de la población mundial está infectada con M. tuberculosis y se

producen entre 7 y 8.8 millones de casos anuales, de los cuales 95% se presentan en países en vías de

desarrollo (OPS, 200; Weedlock, 2002).

La TB es una de las principales causas de pérdidas económicas en la industria ganadera, es un

problema que se traduce en barreras no arancelarias de tipo sanitario, causa pérdidas por decomisos,

disminución de la producción animal y producción láctea (17% aproximadamente). Asimismo, ocasiona

pérdidas indirectas en los costos de programas de control, que generalmente se convierte en la

eliminación de animales reactores (SAGAR, 1998; Renteria, 1996). También se considera una

enfermedad zoonótica importante en México, ya que se ha estimado que el 8% de los casos de

tuberculosis en humanos se deben a M. bovis (Kantor. 1978).

1.3 Epidemiologia.

Algunos de los factores de riesgo predisponentes que juegan un papel importante en la

presentación de la TB son el hacinamiento, el tamaño del hato, así como probablemente la presencia de

enfermedades inmunosupresoras como diarrea viral bovina (DVB) y leucosis bovina, entre otras (Pollock,

2002). En general M bovis provoca la enfermedad en el ganado bovino, cerdos. humanos y

ocasionalmente en perros y gatos (Cosivi. 1998). y el humano junto con animales silvestres pueden actuar

como reservorios (SAGAR, 1998)



- - - - --- - - - - - - - - - - - - - - - - -

1.4 Transmisión.

La principal via de transmisión es la aerógena (Francis, 1958; Kantor, 1978; Dannenberg, 1993;

Neill, 2001; Morris, 1994; Goodchild, 2001; Costello, 1998). Algunas investigaciones sugieren que la

excreción bacteriana en el exudado nasal puede ocurrir básicamente en los estados tempranos de la

infección, aumentándose el riesgo cuando los animales se encuentran hacinados y/o con una ventilación

deficiente (Neill, 1992; Costello, 1998). Sin embargo, se ha demostrado que la via digestiva con dosis

altas infectivas (4 x 108 organismos) (Goodchild, 2001; Morrison, 2000) a través de ingestión de pastura,

agua contaminada, leche y calostro no pasterizados puede ocasionar la enfermedad (Renteria, 1996;

Menzies. 2000; Leite, 2003; Wedlock, 2002).

Se ha logrado aislar Mycobacter ium spp., .M bovis y algunas otras micobacter ias de muestras de

leche cruda provenientes de vacas clínicamente sanas, colectadas del tanque e incluso de leche

pasteurizada (Moda, 1996; Pardo, 2001; Leite, 2003). El calostro es otra forma de eliminación y

transmisión poco documentada pero al parecer de gran importancia, ya que su manejo dentro de la

explotación influye de manera decisiva en una mayor prevalencia de TB en becerros (Renteria, 1996).

Durante el periodo seco, existen factores que contribuyen al aumento de susceptibilidad de una

infección mamaria (Sordillo, 1997). Además existen factores como el estrés provocado por la gestación y

parto que estimulan la producción de hormonas, principalmente corticosteroides los cuales tienen efecto

negativo sobre el sistema inmune. Asimismo, los cambios en la concentración de progesterona , estradiol

y hormona del crecimiento modifican la función de los linfocitos y neutrófilos (Doherty , 1995; Mallard,

1998; Preisler, 2000; Sordillo 1997 y 2002).

Existen otras vías menos frecuentes de transmisión como la genital, cutánea y la congénita (Neill,

1994; Goodchild, 2001). En el caso de los bovinos solo el 5% de las vacas infectadas presentan TB

uterina con metritis y el 1% de los becerros se' infectan de manera congénita por. ruta hematógena

(Francis, 1958; Pollock, 2002; Phillips, 2003).

1.5 Patogenia Y Respuesta Inmune.

La calidad de la respuesta inmune en la TB depende en gran parte del estado fisiológico del

animal, la dosis infectiva, el manejo y el fin zootécnico, entre otros factores, pero la respuesta de tipo

celular predomina durante la enfermedad (Pollock, 2001). Una vez que la bacteria llega a los pulmones y

penetra hasta los alveolos es fagocitada por los macrófagos donde puede ser eliminada o sobrevivir

gracias a factores de virulencia, tales como su capacidad de inhibición de la fusión fago-lisosoma (Fenton,

1958; Jiménez, 2001). Durante las siguientes semanas la bacteria se multiplica dentro de los macrófagos,

los cuales liberan quimiocinas que inducen la migración de neutrófilos. macrófagos y linfocitos. Los

antígenos de la micobacteria son procesados y presentados por el MHC 11 , para activar a los linfocitos T

CD4- Otras cltocinas como la IL-12 favorecen la diferenciación de linfocitos T cooperadores a tipo 1

(Th1), induciendo adem ás la producción de interferón-gamma (IFN-y) en etapas tempranas que activa

macrófagos y favorece la destrucción del bacilo (Jiménez, 2001: Wedlock, 2002). La formación del
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cranuioma constituye una de las medidas ñsicas y químicas de defensa del huésped para localizar y

ce tener el proceso infeccioso (Morrison. 2000; Neill 1994 y 2001 : Jiménez, 2001 ; Pollock. 2001; Wedlock .

2002\

1,6 Lesiones e Inspección Post-mortem (IP)

Aunque muchos de los bovinos infectados son asintomát icos, los signos clínicos dependen de la

extensión y localización de las lesiones, pudiendo presentarse tos seca, emaciac ión y fiebre fluctuante .

Generalmente del 70 al 95% de las lesiones encontradas, son localizadas en diversos nódulos linfáticos

(NL) de cabeza , cavida d torácica (traqueobronquiales y mediastini cos) y pulmones (Comer, 1990);

W hippie, 1996). La presencia de lesiones en la ub~e o NL retromamarios es inusual, reportándose solo un

0.3% y 0.4%, respect ivamente (Goodchild, 2001). Los granulom as pueden ser de tamaño variable , con

una coloración amarilla a naranja, de consistencia cremosa o caseosa debido a la calcificación .

Microscópicamente se componen de un centro nec r ótico con o sin calcificación rodeado por una zona de

célul as como macrófagos , células epiteloides, células gigantes (Langerhans), linfocitos, células

plasmáticas y en menor cantidad neutrófil os polimorfonucle ares. Esta necrosis caseosa puede estar

encapsulada por una capa de tejido conjuntivo fibroso, aunque en lesiones tempranas o iniciales puede

no estar presente (Campuzano, 1998; Oannenberg, 1993; Stevens, 1995).

El procedim iento de IP se utiliza para detectar lesiones granulomatosas en diversos órganos de

animales reactores a la prueba de tuberculina, y durante su desarro llo se colectan tejidos para realizar

pruebas confirmativas como la histopatología y el aislam iento bacteriano (Comer, 1990; Whipple, 1996).

1.7 DIAGNÓSTICO.

1.7.1 Prueba De Tuberculina.

Esta prueba mide la hipersensibilidad de tipo tardio (HT) y es actualmente usada por la Camp aña

Nacional de Erradicación de la Tuberculo sis Bovina y Brucelosis (CANETB). Se realiza inoculando un

derivado proteico purificado (PPO) intradértnicamente para medir la induración de la piel en el sitio de

aplicació n a las 72 horas posteriores. Se ha reportado que tiene una sensibilidad del 72 al 81% Y una

especificidad del78 al 96% (SAGAR. 1998; Ramírez, 1995; Francis, 1958; Morrison, 2000)

1.7.2 Prueba De Interferón Gamma (IFN-y)

Esta es una prueba de diagnóstico alternativo para la TB que se basa en la detección de la

oroducc i ón de IFN-y por los linfocitos T previamente sensibilizados con antigeno s especificas de M. bovis .

La sensibilidad y especificidad de esta prueba son del 94 y 97 al 99% respectivamente (Word . 1990 y

: 991)
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1.7.3 Prueba De Ensayo Inmunoenzimático (ELl5A)

Esta prueba mide la respuesta inmune humoral hacia M. bovis, pero en general se considera que

la producción de anticuerpos en animales infectados con TB es baja (Nelly, 1994; Morrison, 2000). Cuenta

con una sensibilidad del 30- 60% y una especificidad de 93% (Costello. 1997).

1.7.4 Pruebas Moleculares.

1.7.4.1 Reacción En Cadena De La Polimerasa (PCR)

Es un proceso in vitro por medio del cual las cadenas de ADN blanco se duplican con ayuda de

una enzima llamada ADN polimerasa, logrando millones de copias de un segmento especifico que se

pueden visualizar en geles de agarosa por medio de electroforesis (Fuentes, 1998).

La PCR es un método altamente sensible y especifico que se basa en la utilización de secuencias

cortas de nucleótidos sintéticos (oligonucleótidos) que actúan como iniciadores en la síntesis de nuevas

copias del ADN.

1.7.4.2 Antecedentes Del Uso De La PCR.

Esta metodologia se ha descrito para el diagnóstico de TB en diferentes tipos de muestras tanto

en humanos como en bovinos, tales como sangre, exudado nasal, tejidos, aspirado bronquial, fluido

pleural, etc. (Wards, 1995; Talbot, 1997; Borún, 2001; Rodríguez, 1995 y 1999).

La PCR basada en la amplificación de un fragmento del gen que codifica la proteína MPB70 es

altamente sensible y especifica en el diagnóstico de TB en humanos y bovinos ya que se ha demostrado

la presencia de una sola copia de este gen en cepas de M. bovis y bacterias del complejo M. tuberculosis.

así como su ausencia en 24 especies diferentes de micobacterias y en otros géneros bacterianos

(Cousins, 1991 y 1992).

En cuanto al uso de esta técnica en muestras de leche en bovinos, se han obtenido diversos

resultados, en donde la sensibilidad de la prueba varía desde 50 UFC de ADN de M. bovis AN5 en

muestras de leche inoculadas (Pérez, 2002), hasta un 14% (Romero, 1999), un 18% (Ieite, 2003) y un

100% (Zanini, 1998). En cuanto a muestras de calostro y LBA en bovinos, no se tiene información sobre

la identificación de ADN de M. bovis por medio de la PCR.
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2.0 JUSTIFICACiÓN.

La TB const ituye una de las enfermedades de gran import ancia en el ámbito mundial debido al

-npacto que tiene sobre la salud públ ica y la econom ía. La principal forma de contagio tanto en el hombre

corno en el ganado es la vía aerógena, no obstante el consumo de leche y calostro de bovinos

:Jberculosos representan otra via de transmisió n poco estudiada hasta nuestros días .

Las diferenci as entre las técnicas de diagnóstico muestran la necesidad de encontrar métodos

más sensibles, sencillos y precisos que ayuden a un diagnóstico más rápido y eficiente com o la PCR

anidada

3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La leche y calostro son algunas de las vías de transmisión de la enfermed ad, tanto en el gana do

::omo en el caso del human o, no obstante, son pocos los datos y sería importante analizar por un prueba

que cuenta con alta especificidad y alta sens ibilidad como la PCR un protoco lo sobre la posible presencia

c e Mycobacterium bovis en estas muestra s.

12



4.0 HIPOTESIS.

A mayor número de vacas positivas a la tuberculina mayor frecuencia de identificación de ADN de

bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis en calostro, leche y lavados bronquialveolares.

5.0 OBJ ETIVOS

5.1 Objetivo General.

Estimar la frecuencia con la que se identifica ADN de bacterias del complejo Mycobacterium

tuberculosis en calostro, leche y LBA en bovinos reactores a la prueba de tuberculina.

5~2 Objetivos Particulares .

Realizar la prueba de tuberculina a bovinos provenientes de un hato con una alta prevalencia de

tuberculosis.

Obtener muestras de calostro y leche de los bovinos evaluados.

Obtener los LBA de los bovinos positivos a la tuberculina inmediatamente después de su

sacrificio.

Identificar la presencia de ADN de bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis en

muestras de calostro, leche y LBA utilizando la técnica de PCR anidada para el gen MPB70 y

estimar la frecuencia para cada tipo de muestra.

• Determinar la asociación de la PCR anidada con la tuberculina y/o con la existencia de lesiones

sugestivas de TB a través de métodos estadísticos.
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6.0 MATERIAL Y METOD OS.

Con la finalidad de eva luar la excreción de M. bovis , se utilizaron muestras de calostro, leche y

LBA de 56 hembras de la raza Holstein-Freis ian, pertenec ientes al Rancho Almaraz de la Facultad de

Estudios Superiores Cuauti tlan (UNAM) A estos animales se les practicó previamente la prueba de

tuberculina como dicta la CANT EB. Asimismo se realizó la IP de los anima les reactores con la finalidad de

encontra r lesiones compa tibles a TB. Estos datos se relacionaron con la excreción bacte riana medida por

la PCR anidada (Diagrama 1).

PPD (-)

PCR CONTROL

1
PCR ANIDADA

Diagrama 1 Estrategia de trabajo.

PPD (+)

- 1

IP

1
MUESTREO LBA I
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6.1 Prueba De Tuberculina Simple Caudal

Se realizó la prueba simple caudal inoculando 0.1 mi intradérmicamente de PPD bovino

(PRONAVIBE) en el pliegue ano-caudal , midiendo previamente el grosor de la piel antes de la

Inoculación y a las 72 horas posteriores . El criterio utilizado para detectar animales reactores y

negativos se tomó de acuerdo a la CANETB, considerando positivos aquellos que mostraron una

induración mayor de 4 mm.

6.2 Toma De Muestras De Leche, Calostro Y Lavados Bronquioalveolares

Las muestras de leche fueron tomadas en tubos Fa/con de 50 mi al momento de la ordeña

rnecámca, limpiando cada cuarto para evitar contaminaci ón. descartando los primeros chorros de leche

(despunte) y cada frasco fue congelado hasta su proceso . En el caso del calostro . este se obtuvo en

tubos Fa/con de 15 mi entre el 1er y 3er dia después del parto de la misma forma que la leche.

transportándose al laboratorio donde fueron congeladas hasta su proceso .

Para obtener las muestras de LBA, se separaron los pulmones en el momento de la IP y se

conservaron en cajas de unisel con hielo para ser trasladados al laboratorio. A cada pulmón se le

agregó solución de Hank a través de la tráquea y dando masajes. se recuperó por medio de una bomba

de vació. Los LBA que se recuperaron fueron vaciados en tubos Fa/con de 15 mi, centrifugados a 5000

rprn, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en buffer TE 1X para después ser

almacenados en un congelador. Previo a la extracción de ADN. cada tubo se diluyó en 1:100 con agua

bidestilada y fueron congelados nuevamente en tubos eppendorf de 1.9 ¡JI hasta su uso.

6.31P

Se realizó la IP a los animales positivos a la prueba de tuberculina como lo dicta la CANETB

para localizar lesiones sugest ivas de TB. Los órganos inspeccionados fueron Nódulos linfoides (NL) de

la cabeza (submandibulares y retrofaringeos ). Tórax (traqueobronquiales. mediastin icos). Canal

(cervicales superficiales . inguinales superficiales , iliacos internos y externos, supramamarios y

poplíteos) y Tejido pulmonar.

6.4 Extracción De ADN de Calostro, Leche y LBA

De las muestras obtenidas , se realizó extracción de ADN por el método modificado de van

Soolingen (Cousins, 1992) (anexo1), basado en la utilización de detergentes como el SOS y CTAB.

enzimas y alcoholes para precipitar el ADN. El ADN genómico obtenido se visualizó en geles de

agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio (10 mg/ml). por medio de un analizador de rayos UV

(Trensnumineoor EpiChemi 1/Oarkroom. Bioima ging Systems )
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6.5 Cuantificación

La cuantificación del ADN se realizó con un f1 uorómetro (VersaFluor 7M Fluorometer, BIO-RAD)

por medio de un kit comercial (Fluorescent ADN Quantitation kit, BIO-RAD). Además se utilizó un

espectrofotómetro (GeneQuant, Pharmacia Biotech) para cuantificar las mismas muestras. Las

muestras se ajustaron a 100 ng/111por medio de diluciones con agua bidestilada para facilitar su uso.

6.6 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Con la finalidad de descartar inhibiciones de la reacción y validar el método se realizó la PCR

control siguiendo la metodología descrita por Estrada-Chávez (2004) donde se utilizaron los iniciadores

CYB1 (5'-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3') y CYB2 (5'­

GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3') (MWG-Biotech), los cuales amplifican una región de 375 pb

del gen que codifica el Citocromo b del ADN mitocondrial (Cousins, 1991). La amplificación se realizó en

un termociclador (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 2400) y las mezclas de reacción para 20 111de

se muestran en el anexo 2.

Para detectar la presencia de M. bovis en muestras de calostro, leche y LBA se realizó una

PCR, utilizando los iniciadores TB1F (5'-GAACAATCCGGAGTIGACAA-3') y TB1R (5'­

AGCACGCTGTCAATCATGTA-3') (MWG-Biotech), los cuales amplifican una región de 372 pb del gen

que codifica a la proteína de secreción MPB70 de las bacterias del complejo M. tuberculosis.

Empleando como templete los productos de amplificación de la PCR simple, se realizó la segunda

amplificacíón (PCR anidada) con los iniciadores M22/3 (5'-GCTGACGGCTGCACTGTCGGGC-3') y

M22/4 (5'-CGTIGGCCGGGCTGGTTTGGCC-3') (MWG-Biotech), los cuales amplifican una región de

208 pb del gen MPB70. La mezcla para la reacción en 20 pi Y las condiciones de amplificación se

muestran en el anexo 3 y 4.

TB1F

372pb
20Spb

M22/3-M22/4
TB1R

Los productos de amplificación se visualizaron por medio de electroforesis en un gel de agarosa

al 2.5% teñido con bromuro de etidio, utilizando un marcador de rango bajo de ADN (ADNpBR322/Mspl,

Biotecnologia s Universitarias).
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6.7 ANALlSIS ESTADisT ICO.

Se utilizó la prueba de Cohens Kappa para medir la concordancia entre la excreción bacteriana

en leche, calostro y LBA por medio de la PCR anidada con la prueba de tuberculina y la presencia de

lesiones a la IP.
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7.0 RESULTADOS

Para este estudio se utilizaron 56 hembras de la raza Holstein Friesian provenientes del Rancho

Almaraz de la FESC-C, UNAM de entre 2 y 7 años, con un número de parto entre 1 y 5. El hato

presenta una historia de alta prevalencia de TB (hasta 50%) mediante la prueba de tuberculina y

actualmente se encuentra en etapa de control con apoyo de la CANETB.

Se realizó la prueba de tuberculina a las 56 hembras. obteniendo un total de 32 animales

negativos (57.1%) y 24 positivos (42.9%). Se obtuvieron 44 muestras de leche provenientes de 21

animales reactores y 23 negativos, 42 muestras de calostro que provenian de 18 animales reactores y

24 negativos, además de 6 LBA de animales reactores.

Con la finalidad de identificar la frecuencia de excreción de la micobacteria en leche, calostro, y

LBA se utilizó una PCR anidada que amplifica un segmento del gen que codifica la proteina MPB70.

Para evaluar la sensibilidad se llevó a cabo la inoculación en muestras de leche y calostro provenientes

de una vaca negativa a la tuberculina e IFN-y, desde 1 fg a 200 ng de ADN de M. bovis cepa AN5 (Fig.

1) Ydesde 125 hasta 16000 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) del Bacilo Calmete-Guerin (BCG)

donado por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) (Fig. 2). La especificidad de la prueba se

obtuvo por medio de la amplificación de los controles M. tuberculosis cepa H37Rv y M. bovis cepa AN5

y la ausencia de amplificación de la cepa 04 de M. avium y agua MILI-Q estéril (Fig. 3). Previo a la PCR

anidada y para descartar inhibiciones, se realizó una PCR control para amplificar una región de 375 pb

del gen que codifica el Citocromo b del ADN mitocondrial (Fig. 4).

Por medio de la PCR anidada se observó la amplificación en 8 muestras de leche de los cuales

6 provenian de animales reactores y 2 animales negativos. En cuanto a los 36 animales PCR negativos

en leche 15 fueron reactoras y 21 negativas a tuberculina (Tabla 1, Fig. 5). En 26 de las 42 muestras

de calostro se logró la amplificación de ADN de la micobacteria, de las cuales 14 provenian de vacas

reactoras y 12 de vacas negativas. Dieciséis muestras de calostro fueron negativas (Tabla 2). Por otro

lado, Las 6 muestras de LBA provenientes de vacas reactoras fueron PCR negativas.

En cuanto a los resultados obtenidos en la IP, 24 de las 56 hembras muestreadas fueron

enviadas a' rastro (18 positivas a la tuberculina y 6 negativas) con la finalidad de detectar lesiones

compatibles a la TB. De las 24 hembras, 8 presentaron lesiones macroscópicas en NL asociados a

tracto respiratorio (mediaslin ico y traqueobronquial) y pulmón además de NL hepático y NL

mesentéricos, mientras que las 16 restantes no presentaron ningún tipo de lesión. De los 8 animales

con lesiones, 4 las presentaron en los NL mediaslinicos, 2 en NL retrofaringeos, 2 en NL

traqueobronquiales, 2 en pulmón, 1 en NL mesentérico y 1 en NL hepático. De estas muestras, 6

presentaron lesiones en histopatologia y fueron positivas a la tinción de Zielh Neelsen (ZN) (Tabla 3)
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622 -+
527 -+

404 -+

307 -+

242 -+
217 -+ +-- 208 pb
201 -+

2 3 4 5 6 7 8

Figura 1. Sensibilidad de la PCR anidada. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril
2: cepa M. avium D4. Carril 3: cepa M. tuberculo sis H37Rv . Carril 4: cepa M. bovis AN5. Carril 5: 100 fg
de ADN de M tuberculosis. Carril 6: 200 fg ADN de M. tuberculosis . Carril 7 y 8: agua. Gel de agarosa al
2.5 % teñido con bromuro de elidio (BE).
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622 ---.
527 ---.
404 ---.
307 ---.
242 ---.
217 ---.
201 ---. +-- 208 pb

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 2. Sensibilidad de la PCR anidada. Carril 1: marcador de peso molecu lar . Carril
2: cepa M. avium D4. Carril 3: cepa M. tuberculosis H37Rv. Carril 4: cepa M. bovis AN5. Carril 5 - 7:
1000, 400 Y 200 UFC de BCG M. bovis inoculadas en calostro. Carril 8 -10: 400, 200 Y125 UFC BCG
M. bovis inoculadas. Gel de agarosa al 2% teñido con BE.
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622 -
527 -
404 -
307 -
242 -217 

+- 208pb 

201 -- 2 3 4 5 6 

Figura 3. Especificidad de la PCR anidada. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 
2: cepa M. avium 04. Carril 3: cepa M.. tuberculosis H37Rv. Carril 4: cepa M. bovis AN5. Carril 5 Y 6: 
agua Gel de agarosa al 2.5 % teñido con BE. 
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622
527
404

307
242
217
201

375pb

2 3 4 5 6 7 8

Figura 4. PCR control. Productos de amplificación de 375 pb del gen que codifica
el Citocromo b en muestras de leche. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: control
positivo, muestra de exudado nasal. Carril 3-6: muestras de calostro amplificadas. Carril 7:
muestra negativa. Carril 8: agua. Gel de agarosa al 2.5 % teñido con BE.

22



- - - -- - - - --------- ---- ----

Tabla 1. Comparación de los resultados de la PCR anidada en las muestras de leche con la prueba de
tuberculina.

n=44 PPD(+)* PPD (-) TOTAL

PCR(+) 6(75)" 2(25) 8(18.2)

PCR (-) 15(41 .7) 21(58.3) 36(81.8)

TOTAL 21(47.7) 23(52.3) 44

K' = 0.20

' Resultado de la prueba de tuberculina
a Porcentaje
b Valor de Cohen 's Kappa
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Tabla 2. Comparación de la PCR anidada en calostro con la prueba de tubercu lina.

n=42 PPD (+)* PPD (.) TOTAL

PCR (+) 14(53.8)a 12(46.2) 26(62)

PCR (-) 4(25) 12(75) 16(38)

TOTAL 18(42.9) 24(57.1) 42

.- ----- - ----------
J(>= 0.26

*Resultado de la prueba de tuberculina
a Porcentaje
b Valor de Cohen's Kappa



,.--.--

Tabla 3. Características de los ocho animales que presentaron lesiones a la IP y los resultad os
obtenidos en la PCR anidada en muestras de leche, calostro y LBA.

IDa EDAD b LOC e TB Hp d ZNe PCR PCR PCR
LECHE CALOSTRO LBA---- - _._._---- - ---_..._.._._. --

8 9 Tb , P, Ms + + + + +
213 6 M, P + + + + +
206 6 M,Hp + + + + +
220 6 Rf, Tb + + +

316 5 Rf + + +

59 7 M
208 4 M
212 6 M + + +

Tb: traqueobronquial; P: pulmón ; M: mediastínico; H: hepático; Ms: mesentérico; Rf:
retrofarlnqeo.
"La muestra enviada para el estudio medía menos de 2 mm de grosor,
" No se obtuvo muestra ,
aNúmero de identificación
b Edad en años ,
e Localización macroscópica de las lesiones ,
d Histopatoloqía.
e Tinción Zielh-Neelsen,
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Al comparar los resultados de la PCR anidada en leche con los obtenidos en la IP. se observó

que solo 8 de los animales tuvieron lesiones. Catorce muestras de leche fueron negativas a la PCR, de

las cuales 6 provenian de vacas con lesiones (Tabla 4).En la comparación de los resultados de la PCR

anidada en calost ro con la IP. 13 de 17 muestras amplificaron, de las cuales 3 provenían de vacas con

lesiones. Solamente una de las muestras provenía de una vaca con lesiones que fue negativa a la PCR

anidada y las 3 muestras restantes negativas a la PCR anidada pertenecían a vacas sin lesiones (Tabla

5)



622 ~
527 ~

404 ~
307 ~
242 ~
217 ~
201 ~

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 5. Productos de amplificac ión de la PCR anidada en calostro. Carril 1: marcador
de peso molecular. Carril 2: cepa M. avium D4. Carril 3: cepa M. tuberculos is H37Rv. Carril 4:
cepa M. bovis AN5. Carril 5-13: muestras amplificadas de calostro . Carril 14: agua. Gel de
agarosa al 2.5 % teñido con BE.
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Tabla 4. Comp aración de los resultados de la IP con la PCR anidada en muest ras de leche .

n-19
PCR+
PCR·

TOTAL

a Porcenta je

Lesiones
2(40)·
6(42.9)
8(42.1)

S/Iesiones TOTAL
3(60) 5(26 .3)
8(5~L__14(73.7) _
11(57.9) 19
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Tabla 5. Compara ción de los resultados de la IP con la PCR anidada en muestras de calostro.

n=17 Lesiones SlIesiones TOTAL

PCR + 3(23.1) "

PCR - 1(25 )
TOTAL 4(23.5)

a Porcentaje

10(76.9)

3(75)
13(76.5)

13(76.5)

4(23.5)
17
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8.0 DISCUSiÓN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la frecuencia con que se excreta M bovis en leche,

calostro y LBA en vacas tuberculosas por medio de la PCR anidada, así como la concordancia que

existe entre estos resultados con la tuberculina y la IP. La transmisión de M bovis en la tuberculosis del

ganado y del humano es objeto de gran interés. ya que muchas investigaciones ponen de manifiesto la

amenaza de esta zoonosis en países en desarrollo y el aumento de la incidencia asi como por las

pérdidas económicas que ocasiona. Se estima que en Latinoamérica la prevalencia de TB en humanos

es cercana al 3.1% del total de casos y un 8% de la tuberculosis es extrapulmonar (Cosivi, 1998).

La principal vía de transmisión en el bovino es la aerógena (Francis, 1958; Cantor, 1978;

Dannenberg, 1993; Nelly, 2001; Morris, 1994; Goodchild, 2001; Costello, 1998) y más del 15% del

ganado con TB excreta la micobacteria a través del tracto respiratorio (Costello, 1998; Ritacco, 1991).

Sin embargo, se considera que la leche y el calostro pudieran ser una vía importante en la transmisión

para el humano, dando como resultado la presentación extrapulmonar de la enfermedad (Wedlock,

2002; Moda, 1996). Diversos trabajos mencionan el aislamiento de M. bovis en muestras de leche de

vacas clínicamente sanas (Batís, 1989; Leite, 2003), de muestras de tanques de almacenamiento

(Guindi, 1980) y de vacas sospechosas o positivas a tuberculina (Pardo, 2001) Sin embargo se ha

observado que solo entre el 1 y 5% de las hembras positivas a tuberculina pueden llegar a excretarla

por leche (Collins, 2001; Zaníni, 1998).

En el caso del ganado, la leche y el calostro se consideran una fuente importante de nutrición, el

calostro sobre todo, provee los primeros días de vida de la inmunidad pasiva necesaria para que el

neonato sobreviva (Rentería, 1996; Mallard, 1998), sin embargo se ha demostrado que el uso de la

leche y el calostro derivado de madres reactoras aumenta la posibilidad de exposición a Mycobacterium

spp (Rentería, 1996).

La prueba de tuberculina es el método de diagnóstico utilizado en México para 'detectar

animales infectados aunque una de las desventajas es la deficiente detección de algunos animales que

no responden a la prueba por no montar una hipersensibilidad tardía (animales anérgicos) (Ritacco,

1991) por lo que constituyen una fuente de infección para todo el hato (Ritacco, 1991; Monaghan,

1994). Por esta razón se deben implementar pruebas complementarias rápidas y eficientes para el

diagnóstico de esta enfermedad (Ryan, 2001; Zanini, 1998; Perez, 2002) Asimismo, a causa de los

problemas asociados con el aislamiento de la micobacteria (Perez, 2002), se ha considerado utilizar

como prueba complementaria la PCR empleando iniciadores específicos para amplificar fragmentos del

ADN del genoma de bacterias del complejo M tuberculosis (Cousins, 1991).

Se ha descrito la detección de ADN de M bovis en muestras como sangre, exudado nasal,

tejidos y leche (Wards, 1995; Talbot, 1997; Borún, 2001, Zanini, 1998; Perez, 2002) pero ninguna para

el caso de calostro El uso de la PCR en el diagnóstico de la TB en humanos y bovinos por medio de la

amplificación de un fragmento del gen que codifica la proteína MPB70 ha sido descrita anteriormente

mostrando buena sensibilidad y excelente especificidad (Cousins, 1991 y 1992)
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La PCR anidada que se utilizó para este estudio presentó una sens ibilidad de 125 UFC de BCG

inoculadas en muestras de leche y calostro, lo cual asemeja a los trabajos descrit os por Zanini (1998),

en donde se inocularon muestras de leche con ADN de la cepa AN5 de M. bovis obteniendo una

sensibilidad de 102 UFC, y Pérez (2002) en donde se obtuvo una sensibilidad de 100 UFC por medio de

la extracción de ADN convencion al. La especif icidad de la PCR anidada se demostró con la

amp lificación de la región de 208 pb del gen que codific a la proteina MPB7 0 utilizando ADN de los

miembros del complejo M. tuberculosis (M. bovis AN5 y M. tuberculosis H37Rv ) y la ausencia total de

amplificación de ADN de la cepa D4 de M. avium. Esto permite reafirm ar el uso de esta prueba en

estudios epidemiológicos de micobac terias patógenas causantes de TB.

En este trabajo se observó que de las 44 muestras de leche recolectadas 8 amp lificaron bajo las

condiciones de PCR establecidas. De las muestras de leche 6 fueron PCR pos itivas provenientes de

vacas reactoras. Este even to se ha reportado previamente por diversos autores, en donde se sabe que

las vacas tuberculosas son una fuente importante de infección para el hato (Pollock , 2001 ; Costello ,

1998). Por otro lado, 2 de las vacas negativas a la tuberculina fueron positivas a la PCR en leche,

pres umiendo que estos anima les fueran an érqicos a la prueba y excretores al mismo tiempo . La

excrec ión bacteriana dependerá en gran parte del sistema inmune del bov ino (p ollock , 2001) Y de

diver sos factores epidemiológicos, tales como el estrés debido al manejo, mala alimentaci ón (Doherty,

1995) y la presencia de enfermedades inmunosupresoras (Larsson, 1988), entre otras .

De las muestras de leche proveni entes de vacas reactoras 15 fueron negativas a la PCR. Se

debe de tomar en cuent a que el muestreo que se realizó fue de tipo transversal (una vez), pudiendo

haber perdido un periodo de excreción bacter iana, sobre todo si se sabe que la excreción de la

micobacteia es intermitente, precedida por un periodo constante de excreció n postinfección (Menzies,

2000 ). Es posible que la excreción de M. bovis esté subestimada sobre todo por el tipo de muestreo.

Diversos autores han señalado la baja frecuencia de detección de este patógeno en muestras de leche

por medio de cultivo y PCR (Romero, 1996; Pardo, 2001 ; Perez, 2002; Leite, 2003 ).

Otras razones por las cuales algunas de las muestra provenientes de vacas reactoras fueron

negativas a la PCR, incluyen la divers idad celular de la leche, en donde el ADN de la micobacteria

puede representar una fracció n pequeña comparado con el total de ADN de la muestra Adem ás

tenemos que la realización de diluciones con agua estéril en las muestras para reducir la posibilid ad de

inhibición en la PCR cont rol y los métodos de extracción y/o decontaminación pueden llegar a disminu ir

la viabilidad de la bacteria (Perez, 2002 ; Kantor , 1998; Sreevatsan 2000).

Existen reportes de la presencia de la micobacter ia en muestras de leche en vacas cli nicamente

sanas (Batís, 1989). lo cual puede deberse a la migración bacteriana por vía linfática o hematógena,

como en el caso de humanos, en donde la localización mamaria de M. tuberculosis puede producirse

por diseminac ión a partir de un foco contiguo por vía hernat óqena, o lo que es más frecuente por vía

linfática.

En lo que respec ta a calostro se logró identificar la bacteria en un mayor numero de muestras

Siendo 14 PCR posi tivas provenient es de vacas reactoras. y 12 de vacas negativas a tubercu lina. Por
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otro lado, el 25.5% de las muestras PCR negativas provenían de vacas reactoras. Los valores de

concordancia obtenidos entre la excreción de M. bovis en leche y calostro con la prueba de tuberculina

se consideran bajos (20 y 26% respectivamente), debido quizá al tipo de muestreo realizado, a la

intermitencia de la excreción, a todos los diversos factores que pueden favorecer su eliminación y al

bajo número de muestras obtenidas. Sin embargo, se observó que un gran porcentaje de animales

tuberculosos son capaces de diseminar la bacteria por la leche y sobre todo por calostro.

En comparación con la leche, hubo un mayor número de animales que excretaron la bacteria en

calostro. En diversos estudios han demostrado que durante el periodo seco hay múltiples factores que

predisponen y contribuyen a la susceptibilidad de la glándula mamaria a infecciones, tales como el

estrés provocado por la misma gestación y el parto, lo que provoca la 'liberaci ón de corticosteroides,

teniendo efecto negativo sobre el sistema inmune (Sordilla, 2002; Mallard, 1998; Preisler, 2000). La

acumulación de leche en la glándula provoca que se ensanche el canal de la teta y permite la entrada

de microorganismos ambientales, además de que las vacas no se ordeñan durante dos meses

consecutivos (vacas secas), por lo que no hay arrastre de bacterias al exterior (Hurley, 1989; Diaz,

1992). También existen diferentes estudios donde señalan que durante este periodo el número de los

macrófagos y neutrófilos están disminuidos, además de que existe una alteración en las funciones de

defensa y en la presentación de antígenos mediante el MHC 11 (Mallard, 1998; Díaz, 1992; Sordilla 1997

y 2002).

De los animales sacrificados 16 de 24 no presentaron lesiones. lo cual se considera un

porcentaje alto para el caso de un hato con alta prevalencia (Estrada, 2001). No se debe descartar que

los animales presentaran una infección reciente, por lo que las lesiones eran pequeñas y difíciles de ver

a simple vista (Whipple, 1996). También no se debe de olvidar que la IP está sujeta al error humano

(Comer, 1990 y 1994). Los 8 bovinos restantes presentaron lesiones, ninguna en glándula mamaria ni el

NL supramamarios, lo cual se apega al bajo porcentaje de animales con lesiones en estos órganos

(Goodchild, 2001; Menzies, 200) La mayoría de estas lesiones se localizaron en NL asociados a tracto

respiratorio y cabeza (mediastínicos, traqueobronquiales, retrofaríngeos) concordando con lo

previamente reportado por diversos autores (Goodchild, 2001; Whipple, 1996). Dos animales (No. 206 y

08), presentaron lesiones en NL hepático y NL mesentérico, pudiendo deberse a una infección

diseminada a partir del foco primario (Goodchild, 2001).

De los 8 animales con lesiones, 3 de ellos fueron PCR positivos en leche, 2 de estos con

lesiones en pulmón. Se ha reportado que los casos abiertos de tuberculosis son aquellos donde los

animales presentan lesiones en pulmón, los cuales son importantes en la diseminación de la

enfermedad (Goodchild, 2001). Sin embargo no se descarta la posibilidad de lesiones microscópicas. no

consolidadas, en un órgano diferente a pulmón de donde se libere la micobacteria (Neill. 1992; Cassidy.

1999).

Existe un número reducido de estudios sobre la Importancia de la leche y calostro en la

transmisión de la micobacteria (Renteria. 1996), aunque existen reportes donde se sugiere que una

vaca con mastitis tuberculosa puede infectar un gran número de becerros (Francis. 1947: Monies.
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2000\ oor ello es necesa rio dar un mayor énfasis en la importancia a la vía digestiva como forma de

transr- isión entre el ganad o. ya que puede ser un factor determ inante para que la T8 persista en un

hato oe alta prevalencia. Asimismo. es primord ial hacer hincapié en la importancia de ésta zoonosis. ya

que es:e trabajo confirma que el ganado tuberculoso excreta la bacteria de manera importante, es por

eso que se debe crear una cultura de pasteurización de leche, sus derivados y manejo del calostro para

controlar dicha transmisión.

Las pruebas moleculares como la PCR anidada en comparación con el cultivo bacteriano,

puede ser def initivamente una herramienta fácil, rápida e importante para el control de la transmisión de

la T8 en el mismo hato, ya que mediante su empleo se puede seleccionar un banco de calostro libre de

M. b OVIS y así controlar o dism inuir la transm isión entre los mismos animales .
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9.0 CONCLUSIONES.

1. El reciente trabajo manifiesta la importancia de tener un método de diagnóstico más sencillo y

específico para detectar animales excretores.

2. En calostro hay una mayor frecuencia de identificación de ADN de micobacterias del complejo M

tuberculosis en comparación con leche y LBA este resultado es de gran importancia pues son

animales que pueden estar diseminando la enfermedad.

3. El buen manejo de la leche y calostro son factores importantes para evitar la transmisión de la TB

por ello se recomienda el uso de sustitutos o bancos de calostro libres de TB en explotaciones con

alta prevalencia.

4. Se debe dar un mayor énfasis a la investigación sobre la transmisión vía digestiva ya que la

prevalencia en un hato puede persistir por esta razón.



ANEXO 1
METODO DE EXTRACC iÓN DE ADN GENÓMICO.
1. Transferir las muestras a tubos epe ndorff de 1.5 o 1.9 mi IDENTIFICADOS, centrifugar a 13.000

rpm (Centrifuga Eppendorf 54150) durante 10 min oy decantar el sobrenadante en un recipien te con
cloro .

2. Centrifugar nuevame nte con 1 mi de PBS 1X Y decantar el sobre nadante sin tirar la grasa , repet ir
una o dos veces este paso antes de proceder con el paso 3.

3. Agregar 1 mi de buffer TE 1X, repetir la centrifugación duran te 3 min oy decantar hasta dejar 400 fLi
de buffer TE aproximadamente.

4. Agregar 50 pi de lisozima (SIGMA) (10mg/ml), agitar con vortex hasta mezclar e incubar 1 hora a
37" C

5. Agreg ar 70 ftl de SOS al 10% y 6 pi de Proteinasa K (SIGMA) (10mg/ml) agitar con vortex (Vortex­
genie 2) hasta mezcla r e incubar 10 min oa 65° C. Se puede dejar toda la noche a 45°. Después de
la incubación se puede guardar el tubo a _20° en congelación por tiempo indefinido.

6. Agregar 100pl de cloruro de sodio (NaCI 5M)
7. Agregar ao pi de una solución CTAB/ NaCI precalenta da 10 minoa 65 ° (4.1 g NaCI en ao de agua

estéril más 10g de CTAB y ajustar a 100 mi), agitar con vortex hasta que el contenido del tubo se
torne blanco lechos o e incubar 10 minoa 65° C. Agregar un volumen igual de clorofor mo / alcohol
isoamilico 24:1, agitar con vortex hasta mezclar y centrifugar 5 minoa 13,000 rpm.

a. Transferir el sobrenadante de cada tubo - liquido claro de la parte superior aproximadamente 450 a
600 ul- a un tubo nuevo ident ificado, evitando tomar la interfase.

9. Agregar 0.6 -1 .0 volumen (aprox. 400 -600 pi) de isopropanol absoluto para precipitar los ácidos
nucle icos . Incubar a-20° C en congelación durante 30 o toda la noche. Se puede qued ar
indefinidamente.

10. Centrifugar 30 minoa 13,000 rpm y decantar el sobrenadante en un frasco .
11. Lavar la pastilla de ADN (blanca o ámbar) en el fondo del tubo con 1 mi de etanol al 70% fria.
12. Centrifuga r 2 min oa 13,000 rpm y decantar el sobrenadante teniendo mucho cuidado de no tirar la

pastilla.
13. Secar la pastilla en el evaporador (Eppendorf vacufuge r,? aproximadamen te 6 mino a 45° C y

resuspender en 50 pi con agua desionizada mili-Q y calentar a 65-aOo C por 5 a 10 minoen baño
mar ia.

14. Visualizar el ADN extraido en geles de agarosa al 1% (1.2 pi Bromuro de etidio 10 mg/ 100 mi de
gel) a 100 volt ios durante 40 a 50 minutos y observar en el transiluminador (EpiCh emi 11 Oarkroom,
Bioimaging Systems)
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ANEXO 2
CONCENTRACIÓN DE LOS REACTIVOS UTILIZADOS

PARA LA AMPLIFICACiÓN EN 20¡1I DE LA PCR CONTROL.

"Concentración.

"Biotecno loqias Universitarias

bMWG-Biotech

"Se trabajó un rango de 100-500 ng

STOCK tr FINAL VOLUMEN

Buffer
a

10X 1X 2 ¡li

dNTP 's a 20mM 1 mM 2 J.II

Magnesio a 30 mM 2mM 1.6 J.II

CYB1 D

20 pM 0.5 pM 0.5 ¡ti

CYB2 b
20 pM 0.5 pM 0.5 J.II

Taq a 50 UI ¡ ¡ti 3 UI 0.5 ¡ti

ADN 100 ng ¡ J.II .. ..
Agua c.b.p 20 ¡ti cbp 20 ul cbp 20 ¡ti

..
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ANEXO 3
CONCENTRACiÓN DE LOS REACTIVOS UTILIZADOS PARA LA AMPLIFICACiÓN EN 20 1-11 DE LA

PCR ANIDADA

STOCK rr FINA L VOLUMEN

Buffer " 10X 1X 2 1-11

dNTP's " 20 mM 1 mM 2 1-11

Magnesio " 30mM 2mM 1.61-11

TB 1Rb
20 pM 0.8 pM 0.8 1-11

TB1F b 20 pM 0.8 pM 0.81-11

M22/3 b 20 pM O.4pM 0.41-11

M22/4 b 20 pM O.4pM 0.4 1-11

Taq " 50 UI I ~d 3 UI 0.5 ~d

ADN 100 ng I ¡.JI .. ..
Agua c.b.p 20 ~d c.b.p 20 ul c.b.p 20 ~d

"Concentraci ón.

"Biotecnoloqias Universitaria s

bMW G-Biotech

" Se trabajó un rango de 100-500 ng
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ANEXO 4
CONDICIONES DE LAS PCR UTILIZADAS EN EL TRABAJO.

I PRIMER
REGlON PB *

NO.
CONDICIONES. IAMPLIF ICADA CICLOS

I CYB1-CYB2 Citocrorno b. 375 30 94°C 30 " 58°C 40" 72°C 30" I
I TB1R-TB1F MPB70 372 20 94°C 30" 58 -c t : 72 -c i I
I M22/3·M2214 MPB70 208 30 94°C 30" 68 -c 30" 72 -c 30" I

• pares de bases



ANEXO 5
SOLUCIONES UTILIZADAS PARA LA EXTRACCi ÓN DE ADN.

PBS (BUFFER DE FOSFATOS ) 1X

Cloruro de sodio (NaCI) 8 9
Cloruro de potasio (KCI) 0.2 9
Fosfato de sodio (Na2PO.) 1.15 9
Fosfato de potasio (K2PO.) 0.2 9
Agua bidestilada 800 mI.
Ajustar el pH a 7.3 y aforar a 1000 mi

NaC/5M

Disolver
NaCI 146.1 9
Agua 400 mi
Aforar a 500 mi
Esterilizar en autoclave

TE1X

Tris base 1.21 9
EDTA 0.372 9
Agua bidestilada 800 mi
Ajustar pH a 7.4-7.6 con HCI
Aforar a 1000 mi
Esterilizar en autoclave

SOS (DUODECIL SULFATO DE SODIO) 10%

Duodecil sulfato de sodio 10 9
Agua bidestilada 90 mi
Calentar a 68° C para disolver
Ajustar pH 7.2 Yaforar a 100 mi
Filtrar con membrana 0.2 um
No refrigerar

TBE 10X (BUFFER DE CORRIDA )

Tris base 108 9
Ac. Bórico 55 9
Agua bidestilada 900 mi
Disolver estos 3 y después añadir EDTA (200 mM pH 80) 100ml
Aforar a 1000 mI.

BUFFER DE CARGA

Agua
Azul de bromofenol
Xilen
Glicerol

6.5 mi
25 mg
25 mg
7 mi
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EDTA 200 mM pH 8.0

EDTA 7.45g
Agua bd SO mi
Ajustar pH a S.O con NaCI
Aforar a 100 mi

CTAB (N-cetil-N,N,N,-trimetil bromuro amonio) INaCI

Na CI 4 .1 g
CTAB 10 g
Agua 100 mi
Disolver a 65°C
No esterilizar en autoclave.

CLOROFORMO I ALCOHOL ISOAMíu c o (1:24)

Cloroformo 96 mi
Alcohol isoam ilico 4 mi
Mezclar
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