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RESUMEN

NIETO MENDOZA RAUL ARTURO. Presencia de Mycobacterium bovis en
muestras de queso fresco y leche, por pruebas microbiologicas y moleculares
provenientes de puntos de venta del Estado de México e Hidalgo (bajo la direccién

de: MVZ, Dr. CSP. Orbelin Soberanis Ramos y MVZ. MSP. Jorge Cardenas Lara)

La tuberculosis bovina es un problema que afecta la produccién pecuaria nacional
y se considera un problema de salud publica. En nuestro pais el 7.6% de los casos
de tuberculosis humana tienen su origen por el contagio de los animales y se
transmite principalmente por la ingestion de la leche y productos lacteos no
pasteurizados, ya que mas del 30% de la leche producida se vende cruda®. Las
personas que habitan alrededor de las cuencas lecheras, donde la prevalencia de
ésta enfermedad en bovinos es mayor, tienen mayor riesgo de llegar a consumir
productos contaminados con M. bovis y contraer la enfermedad. El objetivo de
este trabajo fue el aislamiento bacteriologico de M. bovis (cultivo en medios
Lowenstein Jensen,  Stonebrink y Midlebrook) y realizacion de pruebas
moleculares (PCR), en muestras de leche bronca y queso fresco artesanal de
expendios del municipio de Tecamac Estado de México, Tizayuca y Tulancingo,

Hidalgo los cuales se seleccionaron mediante un muestreo por conveniencia.

Se obtuvieron 72 muestras de queso y 28 de leche en tiendas de abarrotes,



cremerias, tianguis, establos y boteros, las cuales fueron transportadas al Instituto
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo en

donde fueron procesadas.

Del total de muestras (100), se obtuvieron 4 muestras positivas al aislamiento en
cultivo, y una de éstas muestras, positiva al complejo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB) corroborado por PCR, mientras que las 3 muestras restantes fueron
reportadas como Mycobacterium spp. Lo cual, nos indica que existe un problema
de salud publica debido a que la presencia de micobacterias del CMTB en leche y
gueso constituye un importante riesgo de infecciones futuras por el consumo de

éste tipo de productos.



INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en su reporte global de la
tuberculosis (TB), reportd que en 2015 existieron 9.6 millones de casos de TB en
todo el mundo, en tanto que 1.5 millones de personas murieron a causa de esta
enfermedad. Para el continente americano se estimé que la incidencia fue de 390
mil personas de una poblacion de 961 millones y para México se estimd que la
incidencia de TB fue de 40 mil casos en una poblacién de 121 millones de
personas?; por tal motivo la TB sigue siendo una enfermedad de importancia y de

seguimiento obligatorio para la OMS.

La TB es causada por bacterias pertenecientes al complejo Mycobacterium
tuberculosis, las especies que conforman este complejo presentan una similitud
genética muy estrecha, ya que son similares en un 99.9% a nivel de nucleétidos
(secuencias RNAr 16 S). Sin embargo hay diferencias fenotipicas entre las
especies en cuanto a huéspedes preferenciales y su patogenicidad®. Las especies
gue componen este complejo son: M. tuberculosis, M. africanum y M. canettii que
principalmente infectan al humano; en tanto que M. microti, M. pinnipedii y M.
caprae, estos infectan a animales, a roedores, focas y cabras respectivamente.
Otro miembro mas de éste complejo es M. bovis el cual es capaz de infectar a un
amplio nimero de hospederos, incluyendo al ser humano, por lo que es
considerado el principal agente zoonético de la historia®. La transmisién de éste
patdogeno ha sido ampliamente descrita y ocurre principalmente por el contacto

estrecho con ganado infectado. Las principales especies que causan la



tuberculosis en seres humanos y animales son M. tuberculosis y M. bovis
respectivamente. La transmision efectiva de la enfermedad depende de diversos
factores, que incluyen la frecuencia de excrecidén del agente, la via de infeccion,
dosis infecciosa, periodo de exposicion y la susceptibilidad del huésped. Los
bacilos se propagan principalmente a través del aire, en aerosoles formados
cuando los individuos enfermos con TB pulmonar tosen o escupen. La TB afecta a
las vias respiratorias causando TB pulmonar, pero puede afectar a otros 6rganos y
se manifiesta como TB extrapulmonar o extenderse a todo el cuerpo

presentandose la TB miliar.

La transmision de tuberculosis causada por el consumo de alimentos
contaminados esta asociada con la infeccion principalmente en el tracto
gastrointestinal. EI consumo de leche o productos elaborados con leche sin
pasteurizar procedentes de ganado infectado con tuberculosis bovina (TBb) vy

contaminado con bacilos podria ser una fuente de infeccién®.

De acuerdo con lo publicado por el Centro de Control de Enfermedades (CDC) de
los Estados Unidos de América, menos del 2% de los casos reportados de
tuberculosis son causados por M. bovis. La disminucion y casi eliminacion de ésta
enfermedad en los Estados Unidos se ha logrado gracias al control de ésta
enfermedad en el ganado bovino y la pasteurizacion rutinaria de la leche de
bovino.® EI CDC indica que es comin que las personas se infecten por el

consumo de productos lacteos no pasteurizados.



Agente etiologico

Mycobacterium bovis es un microorganismo bacilar, aerobio, acido alcohol
resistente, no formador de esporas, inmovil y considerado gram positivo aunque
no se tifie muy bien con esa técnica. Son microorganismos intracelulares, aerobios
estrictos, de multiplicacién directa, su crecimiento en laboratorio es muy lento, con
un tiempo de generacion aproximada de 15 a 20 horas y las colonias pueden ser
visibles alrededor de las 8 semanas’. Presenta un elevado porcentaje de guanina
y citosina en su ADN. Cuentan con una pared celular de estructura poco comun,
que es dificil de tefir con los colorantes de anilina de uso habitual. El 4cido
micélico es el mayor -constituyente de su envoltura celular, ocupando
aproximadamente el 50% del peso de la misma®; méas del 60% de su pared celular
esta constituida por lipidos, los cuales le brindan la caracteristica de ser acido-
alcohol resistente (BAAR), propiedad que se demuestra mediante las tinciones de

Ziehl Neelsen (ZN) y auramina fenolada®.

El microorganismo crece lentamente a 37°C; tiene una resistencia moderada al
calor, a la desecacién, a la accién de anticuerpos®, a varios desinfectantes como el
bromuro de lauril dimetil bencil amonio, polimetilen diurea entre otros’® y puede
sobrevivir a un amplio rango de pH, es capaz de permanecer viable por un largo
periodo en el suelo hiumedo y célido, en la materia fecal del ganado se tiene

indicios de que puede sobrevivir de 1 a 8 semanas™.



Diagnostico

Aislamiento vy cultivo

Para el aislamiento de M. bovis se utilizan medios de cultivo sélidos elaborados a
base de huevo como es el medio Léwenstein-Jensen (LJ) y el medio Stonebrink
(SB) el cual contiene piruvato de sodio'?. Se incuba durante 8 semanas a 37°C y
pueden mantenerse con o sin CO,™®. Generalmente, en muestras con baciloscopia
3+ (se observan mas de 10 bacilos por campo en promedio en 20 campos
observados), M. bovis evidencia desarrollo dentro de las primeras 3 semanas de
incubacion en medios a base de huevo, y dentro de los primeros 10 dias en
medios mas ricos. A partir de muestras con muy escasos bacilos como es el caso
en la mayoria de los subproductos lacteos, las colonias aparecen tardiamente,
aproximadamente hasta las 8 semanas después de la siembra en medios hechos
a base de huevo y hasta 6 semanas de ser sembradas en agar o caldos

enriquecidos.**°,

La incubacion a 37°C es prolongada y se debe hacer en tubos, viales o botellas
gue ademas de ofrecer bioseguridad, eviten la desecacién. A la vez el bacilo es
aerobio estricto y por eso debe quedar atrapada una atmdsfera de oxigeno dentro
del tubo, vial, botella o placa. En general es mejor el desarrollo en tubos grandes.

Las placas con agar son colocadas dentro de bolsas de polietileno para evitar la



desecacion pero deben ser permeables al pasaje del aire. Una atmésfera de CO,
al 10% durante la primera semana de incubacion favorece el desarrollo de las

micobacterias en caldos o medios con agar, aunque no es indispensable™®.

El crecimiento de las colonias en el medio LJ es pobre o nulo en el cultivo
primario*® cuando contiene glicerol, por esta razén se afiade piruvato de sodio en
lugar de glicerol para el aislamiento de M. bovis™?, ya que ésta micobacteria no
puede procesar el glicerol o lo hace con mucha dificultad, y por tal motivo prefiere
un medio con piruvato o glutamato de sodio™. Si M. bovis crece en medio LJ las
colonias suelen ser pequefias (1 a 1.5 mm), de color blanco a crema®®, con el
tiempo es posible que lleguen a tomar una forma piramidal'’. En el medio SB se
forman colonias generalmente pequefias (1 a 2 mm), de color blanco, ligeramente
cremoso que suelen estar dispersas. En el examen microscépico al tefiirlos con
ZN se pueden observar bacilos largos acido-alcohol resistentes (color rojo) de 1 a
3 x 0.5 um*®, que pueden observarse en forma de cordones'’. Para la prueba de
catalasa, a temperatura ambiente, M. bovis es positivo y es inactivada (negativo) a

68°C, también es negativo en la prueba de pirazinamida *®

, en la prueba de la
ureasa, M. bovis es positivo y negativo para nicotaminidasa®®. Sin embargo, los
resultados de las pruebas bioquimicas convencionales son a menudo ambiguos y
dificiles de reproducir y, en cualquier caso, el tiempo requerido para su realizacién

es largo, dado que se requiere un crecimiento abundante. Ademas se han descrito

cepas de M. bovis sensibles a la pirazinamida®®.



Prueba de la tuberculina

El principal método diagndstico para la tuberculosis bovina es la prueba de la
tuberculina, la cual consiste en la inyeccion intradérmica del derivado proteico
purificado (PPD) bovino y la consiguiente deteccion de la induracién que ocasiona
en el sitio de inoculacion 3 dias (72 horas) después, debido a una

hipersensibilidad retardada tipo IV**.

El PPD bovino utilizado para la prueba de tuberculina es elaborado a partir de la
cepa AN5 de M. bovis. La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA) mediante la Norma Oficial Mexicana NOM-031-
Z00-1995 “Campana Nacional contra la tuberculosis bovina” autoriza su

aplicacion en las pruebas: caudal, cervical, comparativa y cervical simple™®.

La prueba de la tuberculina con la aplicacion de PPD en humanos, se llevard a
cabo de acuerdo a las especificaciones siguientes: Estudio de contactos menores
de 15 afios, apoyo al diagnéstico diferencial de tuberculosis y estudios
epidemioldgicos. La dosis es de un decimo de mililitro de PPD-RT23 o de PPD-S,
por via intradérmica en la cara externa del antebrazo izquierdo; una induracién de
10 milimetros 0 mas, indica reactor a la poblacion general, en los pacientes con
VIH positivos o con SIDA, se considera reactor al que presenta una induracion de

5 0 mas milimetros?°



Identificacion de M. bovis por medio de la reaccidon en cadena de

la polimerasa (PCR)

El aislamiento y cultivo de M. bovis es el método diagnostico considerado la
prueba de oro para su deteccién. Sin embargo la posibilidad de encontrar
micobacterias viables no cultivables en algunas muestras requieren de métodos
més adecuados®. Por tal motivo en el campo de la Biologia Molecular se han
desarrollado técnicas que permiten la deteccidn de los genes de microorganismos,
las cuales tienen la caracteristica de ser altamente sensibles y altamente
especificas, por ejemplo la PCR-multiplex desarrollada por Talbot vy
colaboradores?! por citar alguna, reporta un 100% de sensibilidad y especificidad
para la identificacion de BCG entre cepas del complejo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB), ademas éstas técnicas permiten obtener resultados en un
periodo corto de tiempo %223, La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés) permite la amplificacién enzimatica, in vitro, de una regién
especifica de ADN, la cual es delimitada por oligonucle6tidos de secuencia

conocida.

La PCR se basa en el mecanismo de la replicacion in vivo del ADN ?*; en donde la
doble cadena que conforma al ADN se desenrolla y forma el ADN monocatenario,
el cual es posible duplicar, por accién de enzimas denominadas ADN polimerasas,
cuando el ADN es completamente copiado, se vuelve a formar la doble cadena y

se enrolla. Siguiendo este principio natural Kary Mullis y colaboradores
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desarrollaron ésta técnica en 1985; dicha técnica consiste en 3 pasos basicos que

se repiten de manera ciclica:

1. En el primer paso, la desnaturalizacion® * las moléculas de ADN presentes
en la muestra son desnaturalizadas por calor, a mas de 90°C; la desnaturalizacion
del ADN consiste en la ruptura de los puentes de hidrogeno que mantienen unidas
a las 2 cadenas antiparalelas de la que conforman la cadena de ADN, de ésta

forma se obtienen 2 moléculas de ADN monocatenario.

2. El segundo paso de alineamiento 2* 2> %

, involucra la unién de 2 fragmentos de
ADN monocatenario sintético, cuya secuencia es complementaria a los extremos
de la region que se desea amplificar. Estos oligonucleotidos actuaran como

iniciadores de la reaccién de polimerizacion.

Los iniciadores que mas se han descrito son los disefiados a partir de secuencias
nucleotidicas 1S6110, 1S1081 y 16Sr ARN, ya que solo estan presentes en las

especies que integran al CMTB %,

3. El Gltimo paso en la PCR es la extensién®, que involucra la unién de la enzima
DNA polimerasa y al duplex ADN molde-ADN iniciador. Una vez formado el
complejo, se inicia la polimerizacibn de desoxiribonucleétidos trifosfatados
(dNTP’s), por complementariedad, a partir del extremo OH-3’ libre del iniciador,
para que esto ocurra se requiere que en el medio de reaccion, existan dNTP’s

libres, asi como iones magnesio, cofactor esencial para la DNA polimerasa.
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TUBERCULOSIS BOVINA

La tuberculosis bovina es una enfermedad infecciosa causada por M. bovis que
afecta al ganado bovino, a otras especies salvajes y al humano. Suele
caracterizarse por la formacion de granulomas nodulares denominados tubérculos.
Aunque habitualmente se define como enfermedad cronica debilitante, la
tuberculosis bovina en ocasiones puede presentar un curso mMAas progresivo.
Puede afectar cualquier tejido del organismo, pero se observan lesiones con
mayor frecuencia en los ganglios linfaticos de la cabeza y el térax, los pulmones,

el intestino, el higado, el bazo, la pleura y el peritoneo.

En muchos casos, el curso de la infeccion es cronico y puede no haber signos
clinicos, ni siquiera en casos avanzados, en los que puede haber muchos érganos
afectados. Cuando los hay, los signos clinicos varian; la afectacion pulmonar
podria manifestarse por tos, que puede ser inducida por cambios de temperatura o
ejerciendo una presién manual sobre la traquea. La disnea y otros signos de

neumonia de grado bajo también constituyen un indicio de afectacién pulmonar .

La infeccion tuberculosa es principalmente pulmonar, en un 90% de los casos
causada por la inhalacion de pequefisimas gotas procedentes de la respiracion de
un animal enfermo e infectado con micobacterias tuberculosas; estas particulas

pequefias reciben el nombre de gotas de Pflugge *°.

Cuando un animal no sensibilizado previamente, inhala bacilos tuberculosos, las

barreras mecéanicas de las vias respiratorias altas y el sistema mucociliar de la
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mucosa bronquial eliminan las particulas grandes, las que tienen un didmetro
menor o igual a 5 pm alcanzan un alveolo %%, los bacilos son fagocitados por los
macréfagos, que luego interactian con las células involucradas en la respuesta

inmune innata y adquirida dentro de los linfonodos del tejido °.

En casos avanzados, los ganglios linfaticos a menudo estan muy aumentados de
tamafio y podrian obstruir las vias respiratorias, el tracto digestivo o vasos
sanguineos. Los ganglios linfaticos de la cabeza y el cuello podrian resultar
visiblemente afectados y a veces romperse y vaciarse. La afectacion del tracto
digestivo se manifiesta por una diarrea intermitente y constipaciéon en algunos
casos. Puede producirse emaciacion extrema y dificultad respiratoria aguda
durante las fases terminales de la tuberculosis. Pueden aparecer lesiones que
afecten a los genitales en las hembras. Los genitales de los machos casi hunca

resultan afectados %’.

La caracteristica formacion de lesiones granulomatosas se observa con mas
frecuencia en los linfonodos bronquiales, mediastinicos, portales y los de la
cabeza (submaxilares, retrofaringeos y parotideos) *°. Los linfonodos pueden ser
el Unico tejido infectado, ademas de los pulmones, el higado, el bazo y las

superficies de las cavidades del cuerpo ',

Es importante hacer mencién de la presencia de lesiones tuberculosas en la
glandula mamaria. La mastitis tuberculosa aparece de manera tardia en la
evolucion de la enfermedad, es de desarrollo insidioso porque no muestra signos

de inflamacién aguda ni cambios en el aspecto de la leche 33,
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Mycobacterium bovis se ha identificado en seres humanos en la mayoria de
paises donde se han caracterizado por completo cepas de micobacterias de
pacientes humanos. La incidencia de tuberculosis pulmonar causada por M. bovis
es mayor en trabajadores de explotaciones ganaderas y de mataderos que en
habitantes urbanos. La transmision de M. bovis al ser humano por la leche y sus
productos se elimina mediante la pasteurizacion de la leche. Uno de los resultados
de los programas de erradicacion de la tuberculosis bovina ha sido una reduccion
de la enfermedad y las muertes causadas por la tuberculosis bovina en la

poblacién humana 2.

Diversos estudios realizados mencionan la infeccion tuberculosa en glandula
mamaria, entre ellos se encuentran el trabajo de Doran y colaboradores 2, el cual
describe un aumento de casos de tuberculosis en el ganado y en las personas que
habitan en una granja lechera, a raiz del consumo de leche infectada con el bacilo
tuberculoso de una vaca de 7 afios con mastitis tuberculosa. La leche infectada
fue utilizada para alimentar a los becerros del nacimiento al destete y la familia la
consumia directamente del tanque sin pasteurizar. Veinticinco de veintiocho
becerros fueron positivos a la prueba de la tuberculina, asi como 5 de 6 miembros

de la familia 2.

Otra fuente de infeccion ademas de la via aerd6gena, es la digestiva, la cual ocurre
por el consumo de alimentos contaminados, agua o incluso fomites, asi como

calostro o leche de vacas con la infeccion 2.
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La tuberculosis bovina (TBb) es una de las enfermedades mas problematicas que
enfrenta la ganaderia nacional, ya que, ademas de representar un riesgo para la
salud animal, se traduce en grandes pérdidas economicas directas e indirectas y
determina uno de los principales obstaculos para la movilizacion vy

comercializacién nacional e internacional de nuestro ganado **.

Las pérdidas econdmicas directas por causa de la presencia de tuberculosis en
hatos bovinos consisten en: pobre desarrollo de los animales, retencion de
canales en rastros, decomiso parcial o total de canales, disminucién en la
produccion lactea (calculada en 17%), menor produccién de terneras (estimada en
un 15%), animales desechados prematuramente, pérdida de genética al desechar

el pie de cria infectado.

A las pérdidas directas deben afadirse aquellas relacionadas con el costo del
control de la enfermedad, que frecuentemente implica la necesidad de sacrificar a

los animales reactores.

De las pérdidas indirectas, aunque no se cuantifiquen, se estima que son
considerables y se originan por: Costos sanitarios por manejo adicional, pérdida
de mercados potenciales, problemas socioeconémicos por incrementos de los

costos de produccién y de mercado (aumento de precios al consumidor) 3*.

De acuerdo con lo publicado en la pagina web del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), la superficie nacional en fase

de erradicacion de la TBb es del 84.13%, en la zona de erradicacidén existe una



15

prevalencia de la enfermedad del 0.5% y la prevalencia promedio en las zonas de
control es del 2.05%, excepto en las cuencas lecheras donde existe una

prevalencia estimada del 16.5% *.
TUBERCULOSIS HUMANA

La tuberculosis es una enfermedad sistémica, cronica que afecta principalmente al
sistema respiratorio; es causada por las bacterias pertenecientes al complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB) y la principal bacteria del complejo

transmisora de la enfermedad es Mycobacterium tuberculosis *.

El periodo de incubacion dura desde el momento de la infeccion hasta que
aparecen las lesiones primarias (4-12 semanas); sin embargo el riesgo de
transmision puede persistir toda la vida cuando la tuberculosis permanece como
infeccion latente (TBL). El grado de transmisibilidad depende del nimero de
bacilos eliminados, de su virulencia y de las oportunidades de formacién de
aerosoles en el acto de toser. El periodo de transmisién se mantiene mientras se
expulsan bacilos infecciosos. La tuberculosis extrapulmonar no se transmite en

ausencia de secreciones .

La transmisién de M. tuberculosis ocurre por la inhalacion de gotitas que se
propagan por el aire, provenientes de personas infectadas al toser, hablar o
escupir *’. Cerca de 10% de los individuos que contraen la infeccién, a la larga
presentan enfermedad activa, la mitad de ellos durante los 2 primeros afos

después de infectarse; 90% de los individuos infectados no tratados, jamas
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padeceran tuberculosis activa (TBA). En algunas personas, la infeccion inicial
puede evolucionar rapidamente hasta convertirse en TBA. Esto es mas comudn en
los lactantes, en quienes la enfermedad con frecuencia adopta la forma
diseminada (Tuberculosis miliar) o meningea y en los individuos

inmunodeprimidos como los seropositivos para VIH 32,

La segunda causa mas comun de tuberculosis humana (TBh) es M. bovis *°, que

es indistinguible clinica, radiolégica y patoldgicamente de M. tuberculosis 3.

En los paises donde la TBb no esta controlada la mayoria de los casos humanos
se presentan en personas jovenes, como resultado de beber leche o consumir
productos lacteos no pasteurizados contaminados con M. bovis, esta forma de

infeccién conduce a la forma extrapulmonar de la tuberculosis 2.

No todas las infecciones por M. bovis evolucionan a la enfermedad de
tuberculosis, por lo que puede que no se presente ningun sintoma. En las
personas los sintomas de la enfermedad de tuberculosis causada por M. bovis son
similares a los de la tuberculosis causada por M. tuberculosis; pueden incluir
fiebre, sudores nocturnos y pérdida de peso. También se pueden presentar otros
sintomas dependiendo de la parte del cuerpo afectada por la enfermedad. Por
ejemplo, la enfermedad en los pulmones se puede asociar con una tos, y la
enfermedad gastrointestinal puede causar dolor abdominal y diarrea. Si no se

recibe tratamiento la persona puede morir a causa de ésta enfermedad °.
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La transmision de M. bovis por consumo de alimentos contaminados con
micobacterias afecta la salud publica y estd sumamente influenciada por factores
econdmicos, demograficos, habitos y costumbres, estilos de vida entre otros *°. En
México, se tienen estimaciones de que el 27% del consumo nacional de leche
corresponde a la no pasteurizada y el resto sufre un proceso de transformacioén y
se consume como leche pasteurizada y ultra-pasteurizada, que tiene como
finalidad reducir los niveles de microflora normal, asi como la presencia de
patégenos *!. En el caso particular del estado de Hidalgo, se conoce que en su
mayoria las personas adquieren productos como queso y leche, en tiendas de
abarrotes, mercados regionales y locales, y que en el &mbito rural solamente el

2% compra en tiendas de autoservicio *2.

Dentro del aspecto socio-econémico de la tuberculosis es una enfermedad que
afecta al desarrollo econémico de la sociedad, puesto que el 75% de los individuos
con tuberculosis se encuentra en el grupo de edad econémicamente productivo de

15 a 54 afios “.

Del mismo modo, los costos directos del diagndéstico y tratamiento son
significativos para las familias de escasos recursos, la mayor pérdida econémica
se produce como consecuencia de los costos indirectos, debido a la pérdida de
empleo, los viajes a los centros de atencion médica, y particularmente la pérdida

de productividad por la enfermedad y la muerte prematura 3.
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JUSTIFICACION

La Norma Oficial Mexicana que regula la calidad de productos lacteos (NOM-243-
SSA-2010) *, en sus especificaciones sanitarias, s6lo contempla a los productos
elaborados con leche pasteurizada, por tal motivo, esta norma no contempla en

sus andlisis microbioldgicos patdégenos como M. bovis.

Sin embargo es una realidad que en muchas regiones de México aun se
acostumbra consumir leche no pasteurizada, asi como elaborar productos lacteos
de manera artesanal, usando leche sin pasteurizar **; esto aunado a que en las
cuencas lecheras a nivel nacional, incluidas las del estado de Hidalgo, la
prevalencia de la tuberculosis bovina es del 16.5% de acuerdo a reportes de
SENASICA *, ademaés de deficientes medidas sanitarias y que solo el 49.1% de
los productores participan en las camparfias contra la tuberculosis y la brucelosis*?,
por lo que el consumo de leche contaminada con éste patdgeno representa un alto
riesgo de salud publica, ya que aquellos individuos que consuman dichos

productos pueden desarrollar tuberculosis principalmente de tipo extrapulmonar.

De igual manera, como ya se menciond anteriormente, en el caso particular del
estado de Hidalgo, es comun que la mayoria de las personas adquieran productos
como queso Y leche en tiendas de abarrotes, mercados regionales y locales ** asi
como tianguis y por lo regular en estos puntos de venta, particularmente en los
tianguis, los quesos que se venden son elaborados de manera artesanal con leche
sin pasteurizar, y sigue siendo un habito comun para los pobladores de Tecamac,

Tizayuca y Tulancingo comprar leche bronca directamente de los establos, en
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domicilios particulares o con los boteros, asi aumentando el riesgo de contraer el

bacilo que causa la tuberculosis.

Por estos motivos, consideramos que es necesario realizar tanto el aislamiento
microbiolégico (cultivo en medios LJ, SB y Midlebrook) asi como pruebas
moleculares (PCR) a muestras de queso y leche que son comercializadas en
puntos de venta a los cuales tiene acceso toda la poblacion de los municipios
anteriormente mencionados para que con base en los resultados obtenidos, éstos
puedan ser comparados con otros estudios similares en la zona y de manera
indirecta medir el éxito que han tenido las campafas contra la tuberculosis bovina
en las zonas mencionadas ya que en gran medida la disminucion de casos de
tuberculosis bovina se vera reflejada en la cantidad de productos no pasteurizados
gue contengan micobacterias, y aunque en el presente estudio después de
realizar la PCR a los 4 aislamientos obtenidos Unicamente una muestra amplificd
al CMTB, el consumo de leche cruda y quesos artesanales sigue representando
un gran problema de salud publica ya que en un estudio realizado por Garcia y
colaboradores *°, mencionan que aunque la tuberculosis en el ser humano es
causada principalmente por Mycobacterium tuberculosis y la segunda causa es
Mycobacterium bovis, las micobacterias atipicas o ambientales pueden producir
enfermedad pulmonar, ganglionar o diseminada. La importancia de Ilas
micobacterias ambientales (MA) ha ido en aumento en relacién con la mejora de
los métodos diagndsticos y la descripcion de los cuadros clinicos que producen,
asi como por la predisposicibn a su desarrollo evidenciada en los pacientes

inmunodeprimidos, fundamentalmente por el virus de inmunodeficiencia humana
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(VIH)*. No se sabe exactamente el mecanismo de desarrollo de enfermedad; se
forman lesiones granulomatosas indistinguibles de las producidas por M.
tuberculosis o M. bovis, por lo que se presume que la patogenia es similar. La
infeccion pulmonar por MA se adquiere probablemente por inhalacion de
aerosoles procedentes de agua natural o de los sistemas de agua domésticos;
otra via de entrada es la digestiva, a traves de la cual se puede desarrollar
infeccion diseminada, incluida la pulmonar. La afeccion pulmonar en las
micobacterias ambientales puede ocurrir en pacientes con otras enfermedades
pulmonares previas o en inmunodeprimidos, aunque también se presenta en
personas sin patologia previa **; por lo cual, la comercializacién y consumo de
éste tipo de productos sin una pasteurizacién previa representan un riesgo de
infeccion y un gran problema de salud publica ya que aumenta la probabilidad de
gue los consumidores en la zona se infecten con M. bovis u otro tipo de

micobacteria y eventualmente padecer de tuberculosis en el futuro.

HIPOTESIS

El Servicio Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)
reporta que en las cuencas lecheras, como es el caso del “Complejo
Agropecuario e Industrial” (CAITSA) de Tizayuca, Hidalgo tienen una prevalencia
de tuberculosis bovina de 16.5%, y debido a la cercania de los otros puntos de
muestreo con éste sitio (Tecamac y Tulancingo) los productos elaborados en la
cuenca se comercializan en aquellos puntos, por lo cual se considera muy

probable que la leche y el queso fresco elaborado de manera artesanal que
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provenga de los mencionados municipios podrian estar contaminados con M.

bovis ya que éstos productos no estan pasteurizados.

OBJETIVO GENERAL

Identificar a M. bovis por pruebas microbioldgicas en diferentes medios de cultivo y
pruebas moleculares (Reaccion en cadena de la polimerasa) en muestras de leche
bronca y quesos frescos elaborados de manera artesanal de puntos de venta al
publico de los municipios de Tecamac, Estado de México, Tizayuca y Tulancingo,

estado de Hidalgo, con la finalidad de determinar la inocuidad de éstos alimentos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislamiento de micobacterias en muestras de queso y leche en los medios

Lowenstein Jensen, Stonebrink y Midlebrook.

e Realizacion de la PCR punto final para identificar el gen de la region de
diferencia 1 (RD1) presente en las bacterias del complejo Mycobacterium

tuberculosis, con los iniciadores ET1, ET2 y ET3.

e Analizar los productos de amplificacion de 150 pb a través de corrimientos

electroforéticos en geles de agarosa al 2%
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio epidemioldgico: Transversal

Lugar de estudio: Municipios de Tecamac, Estado de Meéxico, Tizayuca y

Tulancingo, Estado de Hidalgo.

Metodologia

Se realiz6 un muestreo por conveniencia, el cual consistié en la eleccion no
aleatoria de la muestra (queso y leche), se visitaron 100 expendios en los cuales
tenian a la venta productos lacteos, considerando entre ellos tiendas de abarrotes,
cremerias, queserias, mercados, compra directa con los boteros (en el caso de la
leche), establos y tianguis en los municipios de Tecamac, Estado de México,

Tizayuca y Tulancingo, estado de Hidalgo.

Los criterios de inclusién fueron: Que en los expendios los productos a la venta no
estuvieran pasteurizados, en el caso de los quesos, fueron los catalogados como
qguesos frescos (panela, ranchero, queso de aro, queso de palma y canasto). Las
muestras de queso fueron de por lo menos 250 g cada una y las de leche bronca

de 1L.

Las muestras de queso se transportaron en bolsas estériles con cierre hermético,

mientras que las muestras de leche fueron transportadas en envases de vidrio
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estériles con tapon de rosca. Todas las muestras se conservaron a temperatura de

refrigeracion (4°C) durante su traslado al laboratorio.

Las muestras fueron procesadas en los laboratorios de investigacion de
bacteriologia (para su analisis microbiologico) y de genética (para la extraccion de
material genético y la realizacion de sus respectivas PCR) del Instituto de Ciencias
Agropecuarias (ICAP) de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, dichas

muestras se procesaron de acuerdo a la metodologia descrita a continuacion:
Metodologia para el aislamiento de M. bovis a partir de queso

Se tomd una muestra de 20 g de queso, el cual fue macerado en un vaso de
licuadora estéril con 30 mL de agua estéril durante 1 minuto, se agreg6 7.5 mL del
macerado (el resto del macerado se almacen6 en un tubo estéril de crio
conservacion con glicerol a una temperatura de -70°C para referencias futuras °)
en una suspension de 7.5 ml de solucion descontaminante (NaOH / citrato de
sodio), se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 15 minutos, agitando
los tubos con intervalos de 5 minutos para una mejor penetracion en la
descontaminacion, se neutralizé por adicion de 30 ml de una solucién de fosfatos
pH 6.8 (fosfato monobasico de potasio / fosfato dibasico de sodio), se homogenizo
la muestra mediante la agitacion con un vortex, se centrifugé a 3000 rpm durante
10 minutos para separar la fase solida de la liquida del macerado, se decanto
totalmente el sobrenadante colocandolo en un contenedor de polipropileno (tubo

falcon de 50 ml) dejando 5 ml del precipitado junto con la pastilla formada en el

momento de la centrifugacion los cuales se resuspendieron junto con la pastilla
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mediante el uso del vortex, se midié el pH el cual debe ser de 7, en caso contrario,
se ajusta, una vez ajustado el pH se pasaron 2 ml del descontaminado en un tubo
de 2 ml para proceder a la extraccion del ADN la cual se describira mas adelante y
1.5 ml para inocular con 0.5 mL un tubo con medio LJ, 0.5 mL para un tubo con
medio SB y 0.5 ml para un medio MB los cuales se incubaron a 37° por 56 dias (8
semanas) colocando los tubos en posicion inclinada por al menos los primeros 3
dias dentro de los cuales se realizd una inspeccion visual para verificar si hay
indicios de contaminacion y si la siembra est4d absorbida y el liquido se ha
evaporado; si la siembra esta absorbida, ajustar la tapa para evitar la desecacién
del medio. Para hacer mejor uso del espacio de la estufa de incubacion, en éste
momento es posible ubicar los tubos en posicion vertical; posteriormente se realizé
una revisibn semanal de cada uno de los medios hasta que se detecte

desarrollo®.

Las colonias compatibles suelen ser pequefias (1 a 1.5 mm) de color blanco a
crema, tanto en medio LJ como en SB fueron tefiidas por el método de Ziehl
Neelsen en el cual se pueden apreciar bacilos finos, largos e inmdviles que a
veces se encuentran aislados y a veces agrupados, e identificadas definitivamente

por PCR.
Metodologia para el aislamiento de M. bovis a partir de leche

Se tomo6 una muestra de 30 mL de leche y se coloc6 en un recipiente de
polipropileno (tubo falcon de 50 mL), se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos,

se decanto el suero hasta dejar 7.5 ml entre el sobrenadante y la grasa, se siguio
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el protocolo descrito para el aislamiento de M. bovis a partir de queso desde el

paso de agregar 7.5 mL de solucion descontaminante (NaOH / citrato de sodio).
Metodologia para la extraccién de ADN a partir de queso

Se depositaron 2 ml del tubo con la muestra previamente descontaminada por el
meétodo anteriormente mencionado en un tubo eppendorf de 2 ml, se centrifugé a
12,000 rpm durante 5 minutos, se decantd el sobrenadante, se conservo la pastilla
a la cual se le agreg6 400 ul de TE (Tris / EDTA) y se agitd en el vortex hasta que
quedod perfectamente disuelta la pastilla, posteriormente se agregaron 5 pl de
lisozima y se agité nuevamente en el vortex, enseguida se metié a incubar 1 hora
a 37°C, una vez terminado el periodo de incubacién se agregaron 70 ul de SDS 'y
5 ul de proteinasa K, inmediatamente se agitd en el vortex para que dichas
sustancias quedaran perfectamente disueltas, posteriormente se metié a incubar
el tubo eppendorf a un bafio Maria a 65°C hasta el dia siguiente o hasta que los
sélidos guedaran perfectamente desintegrados, una vez realizado lo anterior se
agregaron 100 ul de NaCl 5 M y 100 pl de NaCI/CTAB y después 1 ml de fenol
cloroformo isoamilico, se agitdé en el vortex hasta que quedara perfectamente
mezclado, después se centrifugé a 12 000 rpm durante 5 minutos para dividir la
muestra en 2 fases, se paso el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf de 2 ml,
al cual se le agregd 1 ml de cloroformo isoamilico y se volvié a agitar en el vortex a
las mismas constantes mencionadas con anterioridad y el sobrenadante se paso a
otro nuevo tubo eppendorf de 2 ml al cual se le agregaron 600 ul de isopropanol

puro para posteriormente dejarlo en reposo a 4°C por al menos una hora, una vez
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pasado éste periodo de tiempo se procedid a centrifugar nuevamente la muestra a
12 000 rpm durante 5 minutos y se deseché el sobrenadante, una vez hecho el
procedimiento anterior es posible observar en la mayoria de los casos en el fondo
del tubo la pastilla de ADN extraido a la cual se le realizaron lavados con etanol al
70%, agregando 1 ml de éste al tubo con la pastilla de ADN, se centrifugd a 12000
rpm por 5 minutos y se desecho el sobrenadante, se dejo secar el tubo con la tapa
abierta a temperatura ambiente hasta que el etanol quedara completamente
evaporado, después la pastilla se disolvié en agua inyectable, la cantidad de agua
que se empled para disolver la pastilla de ADN vario dependiendo del tamafio de
la pastilla obtenida. Para el caso de las pastillas grandes (pastilla perfectamente
visible en el fondo del tubo) se disolvié en 100 pl de agua inyectable, para el caso
de las pastillas medianas (pastilla visible en el fondo del tubo pero con un tamafio
mas reducido) se disolvi6 en 50 ul de agua inyectable y para el caso de las
pastillas pequefias (pastillas poco visibles o no apreciables a simple vista en el
fondo del tubo) se disolvieron en 30 ul de agua inyectable. EI ADN se conservo a -

70°C hasta el momento de su uso.

El ADN resultante fue cuantificado por medio de un espectofotometro obteniendo
las siguientes mediciones en las muestras de las cuales se pudieron aislar BAAR:
M26: 64.9ng/ul;  M55: 206.2ng/ul;  M56: 224.8ng/ul;  M62: 138.9ng/pl.
Posteriormente, se realiz6 la PCR y se evalu6 por medio de electroforesis en geles
de agarosa al 2%, usando como control positivo la cepa AN5 de M. bovis (ATCC
35726) la cual amplifica a 150 pares de bases (pb) que fueron tefildos con

bromuro de etidio.
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Metodologia para la extraccion de ADN a partir de leche

El procedimiento para la extraccion de ADN a partir de leche es el mismo que para
el caso de muestras de queso partiendo de la muestra de leche que ya fue

previamente descontaminada.

Reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion de M.

bovis.

Se utilizaron los iniciadores ET1 (5° AAG CGG TTG CCG CCG ACC GACC 3)),
ET2 (5 CTG GCT ATATTC CTG GGC CCGG 3)y ET3 (5° GAC GCG ATC TGG
CGG TTT GGGG 3’) especificos de la region RD1 del complejo Mycobacterium
tuberculosis (CMT). El iniciador ET1 es un forward que se hibrida en la region RD1
previa a la zona de delecion que se presenta en la cepa vacunal (BCG) de M.
bovis; en tanto que ET2 también es un iniciador forward que se hibrida en una
secuencia dentro de la zona deletada. Por este motivo en el caso de BCG, el nico
iniciador que se hibrida es ET1 lo que genera un amplicon de 200 pb, mientras
que en las cepas silvestres o patégenas de M. bovis se hibridan ambos
iniciadores, sin embargo el que se amplifica con mayor eficiencia por tener un
amplicon méas pequefio (150 pb) es el ET2. Por lo tanto ambos iniciadores tienen

como reverso al iniciador ET3.

Cada reaccion consistio en Buffer 1x, 2 mM MgCl,, 10 mM Tris HCI, gelatina
0.001%, KCI, 200mM DNTP’s, 25 pM de cada iniciador, 10 ul de ADN, 1.25 Ul de

Tag polimerasa (BioTecMol) y agua destilada grado biologia molecular c.b.p 25 ul
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de cada reaccion. Las condiciones de amplificacion fueron: 95°C/5 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94°C/30 segundos, 66°C/30 segundos, 72°C/30 segundos
y un ciclo final de 72°C/ 5 minutos. El control positivo utilizado en la prueba fue la
cepa AN5 de Mycobacterium bovis. (ATCC 35726) El producto esperado es de
150 pares de bases (pb) para las cepas de campo *°. Los amplicones fueron
visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de

etidio y usando como referencia el marcador de peso molecular 50 pb.
RESULTADOS

De 6,431 establecimientos de venta al por menor y 20 tianguis en el municipio de
Tecamac que tiene registrado el Instituto de Informacion e Investigacion
Geogréfica, Estadistica y Catastral del Estado de México (IGECEM) “¢, 1494
unidades econdémicas de comercio al por menor y un tianguis en Tulancingo,
Hidalgo asi como 623 unidades econdémicas de comercio al por menor en

| 4. se visitaron 40

Tizayuca, Hidalgo y 4 tianguis que tiene registradas el INEG
unidades de comercio en Tecamac, 28 tiendas de abarrotes y 12 puestos
ubicados en tianguis del municipio; en Tulancingo, se visitaron 40 unidades de
comercio, 22 tiendas de abarrotes, 12 domicilios particulares en los cuales se
comercializa leche bronca asi como queso elaborado de manera artesanal, 5
establos y un botero el cual distribuye la leche bronca a domicilio; y en Tizayuca

se visitaron 20 unidades de comercio, de los cuales 10 fueron en establos dentro

del complejo agropecuario industrial de Tizayuca (CAITSA) dentro de los cuales se
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vendian tanto leche bronca como quesos artesanales y 10 en tiendas de abarrotes

del municipio.

Se obtuvieron 72 muestras de queso de 500 g y 28 L de leche. No fue posible
obtener un mayor nimero de muestras de leche ya que en los tianguis dificilmente
vendian leche bronca, por tal motivo Unicamente pudimos obtener quesos de
éstos lugares, por lo cual las muestras obtenidas de leche (28) fueron en su
mayoria obtenidas en la cuenca lechera de Tizayuca y en Tulancingo ya que en
éste municipio era mas comun encontrar leche bronca en tiendas de abarrotes e

incluso en domicilios particulares. (Figura 1)

Figura 1. Venta de leche bronca al publico en
tienda de abarrotes en el municipio de
Tulancingo, Hidalgo

Todas las muestras fueron procesadas para extraccion de ADN, PCR vy
aislamiento bacteriolégico. Después de 6 semanas de incubacion, las muestras
con el numero de identificacion 26 y 56, y después de 7 semanas de incubacion
las muestras con el numero de identificacion 55 y 62 mostraron el desarrollo de
colonias compatibles con micobacterias en los medios LJ (26 y 62) y SB (55 y 56).

Se realizé un frotis de las colonias de cada una de las muestras, las cuales
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morfoldégicamente debian ser colonias pequefias de color blanco ligeramente
cremoso Yy fueron tefiidos con Ziehl- Neelsen en las cuales se observaron bacilos

acido alcohol resistentes (BAAR), (como se muestra en las figuras 2, 3, 4 y 5)

Figura 2. Bacilos &cido alcohol resistentes Figura 3. Bacilos acido alcohol resistentes
encontrados en muestra de queso con N° de encontrados en la muestra de leche con N° de
identificacion 26 tefiidos con Ziehl Neelsen identificacion 55 teflidos con Ziehl Neelsen, la

cual fue positiva al CMTB.

Figura 4. Bacilos &cido alcohol resistentes Figura 5. Bacilos &cido alcohol resistentes
encontrados en la muestra de leche con N° de encontrados en la muestra de queso con N° de
identificacion 56 tefiidos con Ziehl Neelsen identificacion 62 tefiidos con Ziehl Neelsen

Una asada de éstas colonias se resembr6 por duplicado en medio Middlebrook
7h1ll con OADC y después de 5 dias de incubacion en aerobiosis a 37°C se
encontrd crecimiento escaso de colonias en la muestra 26 y abundante en el resto

de las muestras, se tomaron las colonias las cuales fueron resuspendidas en agua
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estéril de 4 diferentes tubos eppendorff, se centrifugaron a 12,000 rpm durante 5
minutos y se procedié a hacer la extraccion de ADN de las pastillas resultantes las
cuales tenian las siguientes cantidades de ADN en 10pl: M26: 216.3 ng/ul; M55:
687.3 ng/ul; M56: 749.3 ng/pl y M62: 463 ng/ul. Para el caso del control positivo,
se cuantifico 2236 ng/ul de ADN. Este ADN se utiliz6 para realizar las pruebas de
PCR siendo utilizados los iniciadores ET1, ET2 y ET3. El resultado de ésta prueba
permiti6 determinar que en la muestra con el numero de identificacion 55 el

aislamiento pertenece a micobacterias del CMTB. (Figura 6)

Figura 6. Muestra positiva al complejo Mycobacterium tuberculosis. El carril 1 corresponde al marcador
de peso molecular de 50 pares de bases, el nUmero 2 al control positivo (cepa AN5 de M. bovis ATCC
35726), el 3 a la muestra 26 (queso), el 4 al PCR positivo de la muestra 55 (leche), el 5 a la muestra 56
(leche), el nimero 6 corresponde a la muestra 62 (queso) y el nimero 7 al control negativo (agua)
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DISCUSION

En México, los informes oficiales indican que cerca del 30% de la leche que se
produce en el pais se vende en forma de leche cruda (bronca), una parte de la
cual se destina a la produccion de queso fresco, el cual se expende en mercados

populares *°.

Investigaciones epidemioldgicas realizadas anteriormente indican que el consumo
de productos lacteos sin pasteurizar, incluyendo quesos frescos originarios de
México pueden haber sido responsables de casos de tuberculosis humana

causados por M. bovis en los Estados Unidos “®2.

Este producto se ha relacionado con un brote de Tb en nifios de origen mexicano
en nueva York.* Un estudio hecho por Harris y colaboradores, reporta que de 203
muestras de queso fresco originario de México, 10 aislamientos fueron positivos al
género Mycobacterium de los que 9 fueron caracterizados como M. fortuitum y uno
solo pertenece a M. bovis. La cepa aislada de queso en este estudio es muy
similar a nivel de espoligotipos a 3 cepas de la especie bovina, recuperadas de
ganado que entra a los Estados Unidos de América proveniente de México y se ha
confirmado el aislamiento de M. bovis a partir de dicho producto *°. De igual
manera estudios conocidos en el sur de los Estado Unidos de América han
encontrado que la mayor parte de los casos de tuberculosis causada por M. bovis
ocurre en personas de origen hispano, sobre todo de procedencia mexicana, y
sefalan el contacto con explotaciones animales y la ingestion de leche cruda y

queso fresco como los factores causantes >*. En otros estudios realizados en los
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Estados Unidos de América, en casos pediatricos hospitalarios, las caracteristicas
mas frecuentes en los nifios han sido: presentar tuberculosis extrapulmonar, ser
hispanos o de ascendencia hispana, los padres afirmaron haber estado en México
y haber consumido quesos frescos del pais >*°3. Winter y colaboradores ** en la
ciudad de Nueva York del 2001 al 2004, encontraron 35 casos por M. bovis de un
total de 4,524 pacientes con TB, 12 de ellos menores de 15 afios. Hlavsa sugiere
que la transmision ha sido reciente y probablemente por la ingestién de productos

lacteos contaminados y no pasteurizados 3.

Los habitos y costumbres de los padres de los pacientes de origen hispano se
relacionan con la infeccion por productos contaminados, ya que el 82.6% de ellos,

indicaron haber consumido queso producido en México 3.

En el presente estudio, el nUmero de muestras procesadas fue de 100 de las
cuales se obtuvieron 4 aislamientos positivos a micobacterias (4%), 3 de éstos
aislamientos se obtuvieron de leche bronca y 1 de queso fresco elaborado con
leche sin pasteurizar, 1 de los 4 aislamientos resultd positiva al CMTB y cabe
mencionar que dichos productos fueron elaborados con leche que proviene
de establos en los cuales la prevalencia de tuberculosis bovina es del 16.5%, * lo
cual representa un alto riesgo para la poblacién ya que los lugares de donde
fueron obtenidas las muestras que resultaron positivas a la baciloscopia (2 leches
de establos de Tizayuca, en los cuales los subproductos son distribuidos a un
mercado popular en el municipio, una adquirida en una tienda de abarrotes en

Tulancingo asi como un queso adquirido en un tianguis en Tecamac) son todos
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lugares en los cuales dichos productos estan a la venta a todo publico y aunque
no se tratara de M. bovis y los aislamientos correspondieran a micobacterias
ambientales, sigue representando un riesgo para la salud publica principalmente si
éstos productos son consumidos por personas que presentan factores de riesgo
importantes como los inmunosuprimidos, principalmente los infectados por el VIH,
asi como personas con enfermedades pulmonares previas ya que corren un
mayor riesgo de desarrollar tuberculosis que el resto de la poblacién por el
consumo de éstos productos ya que como se mencioné anteriormente se ha
demostrado que éste tipo de micobacterias también puede desarrollar tuberculosis
principalmente en las personas con los factores de riesgo mencionados
anteriormente *°, por tal motivo las familias que habitan estos municipios y que
tienen por costumbre consumir este tipo de productos estan en riesgo de
eventualmente enfermar de tuberculosis, ya que cabe sefalar, que un alto
porcentaje de las familias compran quesos elaborados artesanalmente, los cuales
son ingeridos por nifios, o que representa un factor de riesgo para ellos, de

acuerdo con los estudios citados anteriormente.

De igual manera, es importante destacar que el método de muestreo utilizado para
este estudio genera desventajas o limitantes para el mismo, ya que al ser un
muestreo por conveniencia o de seleccion intencionada presenta sesgos, con lo
cual no es posible cuantificar la representatividad de la muestra ya que el
investigador es quien la determina subjetivamente, asi como el tamafio de muestra

el cual no fue posible aumentar debido a los costos que implicaria procesar un
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mayor numero de muestras, ademas de que no representa la variabilidad de la

poblacién y por tal motivo quedara subestimada.

Este tipo de muestreo fue utilizado ya que se realiz6 una primera prospeccion de

la poblacién y porque no existia un marco de referencia de la misma *°.

Conclusiones

En México, no existe informacion suficiente acerca del problema de salud publica
qgue conlleva la tuberculosis causada por M. bovis lo cual puede deberse a
distintos factores como que no se llegue a conocer a fondo el agente causal de
enfermedad, por fallas en el diagnostico, o incluso por falta de notificacién por

parte de las autoridades del sector salud.

El hecho de la presencia de micobacterias en 4 muestras y que una de ellas sea
un aislamiento positivo al CMTB, es sin duda un hallazgo de importancia, ya que

los quesos artesanales en estos municipios son un riesgo para la salud publica.

Cabe mencionar, que los resultados de éste estudio resaltan la importancia de
realizar la pasteurizacion de la leche, asi como la elaboracion de los subproductos
como es el queso se realice con leche pasteurizada, ya que como es bien sabido,
la realizacion del proceso de pasteurizacion es esencial para evitar la transmision

de la tuberculosis asi como muchas otras infecciones a la poblacién humana.
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De igual manera es importante la educacion para la salud en éstos lugares ya que
si no se trata de hacer conciencia en la poblacion y no se les da a conocer que el
consumo de la leche y los productos lacteos sin pasteurizar puede provocar
enfermedades como la tuberculosis entre muchas otras, sera dificil cambiar los
hébitos de consumo de la gente y seguiran presentdndose con frecuencia casos
de tuberculosis causada por M. bovis, lo cual conlleva a gastos de importancia en
medicamentos ya que el tratamiento es largo y en algunos casos, particularmente
en personas con un sistema inmune deficiente como los infectados con el virus de

inmunodeficiencia humana (VIH) de consecuencias fatales.
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FIGURAS

Figura 7. Tianguis en el municipio de Tecamac en el Figura 8. Venta de queso artesanal tipo panela

cual se aprecia una de las principales tipos de estilo “Palma”; presentacién en la cual es comun
comercializacion de quesos artesanales en ésta zona. encontrar quesos frescos en los sitios de muestreo

de éste estudio.

Figura 9. Terreno de casa en el municipio de Figura 10. Ejemplo de cremeria en la cual se
Tecamac en la cual se comercializan quesos comercializan quesos sin pasteurizar en el municipio
artesanales y leche bronca, en el cual se aprecia las de Tulancingo, Hidalgo.

vacas con las que cuentan.
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Figura 11. Preparacion de medio de cultivo Lowenstein Jensen dentro de campana de seguridad
biolégica nivel 2.
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