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INTRODUCCION.

Debido a la alta incidencia de enfermedades infec

to~contaglosas en nuestro medio y en varias partes -~

del mundo, se hace cada dfa m3s necesario buscer nue-

vos métodos de deteccibn y ¢iagndstico, ficiles de --
llevar a cabo y cue sean seguros § aue sirvan como --
coadyuvantes a los ya existentes. Uno de los padeci--
mientos de mayor importancia en nuestro medio por su

alta incidencia y por las pérdidas econémicas que cau
sa al ganado y por su calidad de zoonosis es la tuber

culosis. Por ello para detectarla se han desarrollado

métodos IN VIVO e IN VITRO (R22).

Entre éstos métados se encusntra la medicidn de -
13 respucsta inmune de base célular o respueste de ti
po retardado, en éste tipo de respdesta al igual aue
la de tipo inmediato se encuentra invelucrada 13 ~---
transformacién de celulas va nue se ha oresentado .en
células estimuladas con vn antigeno especifice (12,6,
18,21,27}) por lo mismo también se le llama respuesta

inmune especifica (24},

" La respuesta oue tipo retardado se puede ilustrar

~como sigue: La céluls inmuno competente, al ponerse -

en contacto con el antigeno esvecifico se activa, au-
mentando notablemente su metazbolisme y sus procesos -

biosintéticos hasta llegar a la divisidén célular, ---




Esta fase de transformaciédn morfolégica vy de activaaz
cidn metabélica continta por algunos dias dando lugar
finglmente a células efectoras, algunas de las cuales
tienen la capacidad de liberar linfocinas que son pro
ductos solubles elaborados por los linfocitos T ac-~
tivados cue actuan sobre otras células ampliando de -
ésto modo la respuesta inmune y que se producen en --
tan pequefias cantidades ous no ha sido posible su pu-

rificacidn,

Se han descrito hasta le fecha diferentes linfoel
nas: MIF (Factor de Inhibicién de Migracién), FGPMM
{Factor Tuimiotictico para Polimorfonucleares), Fac--
tor Blastégenico, Linfotoxina, Interferon, FOM (Rac--
tor Quimiotdctico pars macrofagos), FAM (Factor frma-
dor de los Macrofages) (5,23). Estas linfocinas a su
vez movilizan células fagociticas, las cualec se acti
van incorpordndose a los mecanismos efectores que re-

sultan en la eliminacidén del antigeno., Ademds se sahe

~que el mecanismo efector de tipo célular y la respues

ta de células T genera un sistema de células "coope

radoras", cue aumentan considerablemente la respuesta

humoral dirigida contra el mismo antigeno (156).

La respuesta inmune de base célular se manifiesta
en lp reaccién 2 la tuberculina que es una de las for

mas IY YIVQ de diagnéstico de'lékfuberculosis; es una
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regpuesta inflamatoria de la plel donde se aplica el

ant{geno y requiere de una sensibilizacién primaria -
especifica de las células. Esta reaccién se desmarro--
1lla lentamente puesto cue precisa tiempo pars aue los
linfocitos se acumulen en lss proximidades del antige
no, auncue conceﬁtraciones muy elevadas de #llos pue--
den formarse en ese lugar, de una forma ocue no es po-
sible se produzca con una substancia soluble como el

anticuerpo {(13).

En ésta prueba una pequefa cantidad (8.05 ml) de
ant{geno protefco purificado {FPD) obtenido del baci-
lo tuberculoso se inyecta intradérmicamente, siendo -
ia piel de la tabla del cuello el lugar més comunmen-

te utilizade (7,25).

Hay otra prueba gue es la mis simple llesmada prug
ba intradérmica sola, donde 0.05 ml de PPD es inyecta
do en un pliepgue anal y es examinado 72 -~ 96 horas --
degpués, la observacidén es entre uno ¥ otro pliegue.-
Otra variante de &sta prueba procticade en los Esta--
dos Unidos es la inyeccién doble en la unién mucocutd

nea de la vulva (25).

Se ha visto que la tabla del cuello es una zona -
més sensible cue los pliegues anales, pero la sujes<-

cién del animal es mis problemftica (25).




. En la prueba simple no se distinrue si es vositi-

vo a2 peratuberculosis & a Micobacterium bovis v vuede
dar reasccién cruzade con Nocardia, en ésts vrueba es
relativemente azlta la prevalencia de animales positi-

vos (25).

Su principal inconveniente es aque puede dar fal--
sos negativos a: aonimales con enfegmedad crénica de
tuberculosis, cue hayan parido 4 - 6 semanas antes de
la prueba, en animales cue adouirieron la enfermedad
recientemente, en animeles muy viejos 4 si se les hi-

zo otra prueba dentro de las 10 semanas anteriores a

la fecha (25).

La prueba doble se aplica generalmente en la tam-
bla del cuello en la cual se inyecta tuberculina ----
aviar y tuberculina mamifera en distintos sitios vy el
resultado es que: gi hubo un sumento mayor en el si~-
tio de ls inyeccidén de la tuberculina memifera es cue
el animal es positivo a tuberculosis, y si el aumento
es mayer donde se aplicd la tuberculina aviar el ani-

mal puede ser positivo a paratuberculssis {25),

Otra prueba es en la que se inyecta subcutdneamen
te gran cantidad de tuberculina y ge toma la tempera-
tura dentro de las 4 - & horas siguiertes siendo posi

tivos acuellos animales ocue presenten una elevacidn -
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de la temperatura mayor de 1.5 ®F 6 aque presenten —--

neutrofilia después de & horas {25).

Existe otra pruebs llamads de Storner en la cual
se inyectan las dos tuberculinas en un mismo sitio --

con 7 dias de diferencia (25).

Después de varias aplicaciones de cualouiera de -

éstas pruebss intradérmicss vueden ¢ausar cue resulte

un animal como falso positivo en pruebas seroldégicas

(7,25).

>

En la prueba doble de tuberculina aplicada en la

tabla del cuello da como resultadoc aue si un animal -

padece una infeccidén tuberculosa, aperece en el lugsr
de la inoculacién en los dias inmediatamente siguien-
tes una reaccidn cue congta de un engrosamiento de la
piel, debida a la infiltracién de gran numero de célu
las linfocitarizs y de macrofapos v a la acumulacién

de liquido edematoso, hay vasodilatscidn e Incremento
de la filtracidén vascular, eritema y la hinchazén es

caracteristicamente <dura, en reacciones severas vuede

producirse necrosis (7,25}, inclusoc pecuefifsimas can-

tidades de antigeno pueden producir gran inflamaciédn

en forma de place en un animsl infectado {7},

La respuesta mixims se aleanza hacia las 24 - 72

horas posteriores & ls aplicacién del sntigeno y ésta



~ pervanece por varias semanas, &sta reaccién es una --

**,tamblén se han d

tir de células sensihiliz,dggwpqrwangigeno especifico

respuesta inmune espeCifica mediada por célules T

en donde las células T sen51bilizadag especifacawon

, te que estan circulando-se encuentran al antivpnc y -,'”

se acunulan y permitnn }a linfoqu1n951s (2,7, 25).7

Paravel diégﬁds '»ééllé,tuberculosia, porfmedio ,
de la medlcién de 13 respuasta inmunp de base célu‘ar,
, tﬂroé IN VITRO, entre éstos
métodos se encuaﬁtra is;pfuéba de HIF (Factor de Inhi

bicién de Migracidn) & técnica de tubos capilsres.

Este técnica fué -introducida por George y Vaughan;

consistente en éélulssfpéritdnéalesVde cobayos a par-

' (94), 18 i“u i de migfécién'qé presenta al cone-

uj  13 migrééién deVmacrbfagos a la po
obtanndas de gavplios 11nf§t1ccs -

'y oresenté ev1dercna del fendmeno

'fﬁWde tranﬂferencia a celulas normales con preparaciones

>3de~ﬂ & obtenido dovcelulas sensnbxllzadas {4,,8,9,10,-

'SV
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11,13,19,20). Al momento nuve sé ponen =n contacto el

antigeno y los linfocitos se producen tres etanas cue
son: La primera de reconocimiento de los linfocitos -
al antigeno ous previamente ha estado en contacto con
el sistema Inwune; en seguida de los cambios inicla--
les se produce la segunda etaps cue es la proliferae-
cidn célular; la tercera etapa =s cuando los linfoci-
tos atraviezsn por la etapa de actividad cue puede --
ser la produccidén de una vroteina cue nedistize la ~-
inhibicidén de migracidén de los macroflagos adends de -
linfoelnas citotdxicas y control de la respuesta inmu

ne ye sea por cooperscidn o supresién (6,19).

Para cue haya inhibicién de migracidn es necesa--
ria la sintesis de proteina adeuwds de otros cambios -
como conversidén de crometina nuclear procedente de -~
heterocrometina a eurocromatina (l4), alargamisnto de
las células, sintesis de D¥A y divisién célular (26),

ésto se demostrd con la puromicina (8),

Rich y Lewis en un experimento hecho con células
de ganglios linfaticos y c¢élules del tazo observaron
aue los que se inhibieron por el antigeno fueron los

macrofagos pero no los linfocitos (1,8).

Se hizo un experimento con células de nédulos lin

T4ticos los cuales presentaron hipersensibilidad re--

g A, e
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tardada con Lubexcullna PDD en los cuples no hubo -
inhibicisn con antireﬂo PPD -en cambio con celuleq pe- |

ritoneales si hubo 1nhibic16n (l 3)

Mezclando dmbas s héYfinhibicién'de migracidn ~-

hasta en un 15> céiulas de nddulos linfiticos;

de ésto se sugi: ‘se'necesitan dos tipos de célu
las diferentes;qlas celulas sensitivas de garglloc -
1infat1cos y la

fagos) (1, 8). Bs

lulaS'de qudado pnritonnel (Wacro

pensar Que. los 1nfop;§os«po—

mina se inhibié su mig
células senalblhs:n ’ h1b16 su migracidén con -

PPD_(Z,ah]; cuen dado contenln menos de 0.5 %

- de linfoci

“Ruddle ha descrito recientemente un nuave fendme-




.

no que parece establecer un mecanismo comin entre el
efeéto citotoxico de células linfoides sengibilizadas
especificamente sobre células blanco de inmunidad al
homoinjerto de Hosenau y Moon y la inhibieidn de mi-o
gracidén de macrofagos en hipersensibilidad retardada

discutido por David (1l).

I:a hipersensibilidad retardads no se puede trasmi
tir de un animel sensible & un animal sanc per medio
de suero, tnicamente por cflulas vivas como linfoci--

tos (25). .

El objetivo del presente trabajo es comparar las
'Iecturas obtenidas de ls prueba intradérmica doble -~
con tuberculina en bovinos productores de leche con -
los resultados cue se ohtengan en }a prueba de MIF --
desarrollada IN VITRO, en la que se utilice como anti
geno tuberculina mamifera y tuberculina aviar; se es-
pera que el empleo de los dos tipos de tuberculina --
permita identificar las reacciones inéspecificas como

ocurre en la prueba intradérmica.
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MATERIAL Y 1MTODO

Material bioldgico,-

50 bovinos Holstein, hembras en produccién de leche,
en explotacidén intensiva, la edad varia entre 2y 8 -
afios, pertenecientes al Centro “acional para la Educa
cién, Investigacidr y Extensidn de la Zootecnia, de -
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autdénoma de México; sito en Tew-
potzotlén estado de México.

Tuberculins mamifera {Tuberculin PPD mamalian, Cen---
tral Veterinary Laborscury, Weybridge Inglaterral.
,'Tuberculina aviar (Tuberculin PPD avian, Central Vetg

rinary Laboratory, Weybridge Inglaterrs).

Métodon .-
Pruebs intradérmica doble de tuberculina.- Fars -
la rselizacién de ésta prueba se hizo segin se deseri

be en la tesis crofesional de Chévez Melo (7). -

La interpretscidn fué segln el siguiente criterio:
En el lugar de lz inyeccién de la tuberculina usmife-
’fé el aumento de grosor de la plel sze determina con -
un Vernier, mm positivos; mientras cue, cuands ol su-
mento de erosor fué en le zona de asvlicacién de tuber
culina avier fué en mm negativos; finalmente se hizo

una suma algebrzica y se interpretd como sigue: (7)
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I mm negativo nepativo

II 0.6 a 1.5 mm positivo negativo i
III 1.6 a 2.9 mm positivo sospechoso

v 3 mm positivo & mds positivo

Prueba de F1F.- ]
Se sangraron log enimsles con tubo y aguja Vacu-
tainer de la vena o arteria coxigea, la cantidad de
20 ml aproximadamerte, con 0,1 ml de hensrina como -
anticoagulante, se pesaron los tubos y centrifuraron
durante 30 minutos a 1,500 rpm; con uné pipeta FPas—-
teur se extrajeron leos globulos blancos y se colocs-
ron en otro tubo estéril sin anticoagulante, a éste
se le adiciond 2.5 ml de agua destilada estéril, a -
los 30 secundos se le afiadié 2,5 ml de solucidn ‘lse
ver 2x, se resuspendieron perfectamente, se pesaron
nuevamente y se centrifugaron a 1,500 rpm durante 10
minutos (debe ser la misma cantidaed de agus y de so-
lucién Alsever), se decantaron y se agregé 5 ml de -
solucidén Alsever normal, sa resuspendieron perfecta-
mente v se¢ centrifugsron durante 10 minutos a 1,500
rpm, se tiré el sobrenadante y se le agregd nuevamen
te 5 ml de solucidn Alsever normal, se volvieron a -
resuspender y centrifugar durante 10 minutos;s 1,500

fpm, se decantaron y se les agrepd 1 ml de medio de
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cultivo minimo de Eagle a cada muestra, se resuspnn;
dieron y se llenaron los tubos cepilaras (dos para -
cada lado de la cimara), se sellaron al fuego y se -
centrifugaron 5 minutos a 1,500 rpm, se cortaron con
un lapiz de punta de diosmante donde ge encontraba la
linea de globulos blancos y se colocaron en las cma
ras de Bloom sostenidos con silicén, Se cerraron las
cémaras con cubreobjetos sellados con nerafina, se -
utilizé uns cémara como testigo, una camara para tu-
berculinag mamifera y una cdmara pzra tubsrculina -zi
aviar., Se llend la cidmara con medio de cultivo mini-
mo de Eagle, se le agregé 0.1 ml de antigeno, se de-
jardn en posicién vertical 5 - 1C minutos para aue -
sedimenteran pvarejo, se sellaron los orificios con -
parafina y posteriormente se colocarur en forma hori
zontal, se pusieron a incubacién 24 horas a 37 °e ;
la migracién forma un abanico en =1 piso de la cama-
ra; si el antigeno especifico se encuentra en el me-
dio, los linfocitos prodicen 1» linfocina MIF y la -

migracidén es inhibida.

Pasadas las 24 horas de incubacidn se leyeron --
con un retroproyector, se dibujé la sombras proyecta-
da en un vepel blanco y se recortd, procurando no --
tocar el &rea de migracifn» con los dedos, se pesaron

y se sacb el porcentaje de inhibicidn, La migracidn

B
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gorrespondiente al testipgo se considers como 100 ¥y

~eriterio: (6,17)

:'l* Testigo

IT ‘iviar

IIT ¥emifera Tantéfpor’ciehtoldél‘téstig6 éon ;é':
signo positiyo o - '

IV Suma aleebraica entre 2y 3y si”61 reéu1thdo ;—'

era mayor de mis 20 el ahi#aliséicﬁﬁgi&éré‘bési4ﬂ'

tivo.




R

ativa (realizada antes de la prueba de

intradérics
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RUADRO No. 2

Resultados obtenidos en la prueba de MIF, utilizen-
do los mismos antigenos {tuberculina aviar y tuter-

culina manifera).

Total de animples: 50
. Animales negativos: 40
Animales sosgpechosos: 0

Animales positivos: 10




16

CUADRO MNo. 3

Resultados de le vrueba de tuberculina intradérmica
doble comparativa'(realizada después de la prueba -
dé MIF).

Total de animsles: 50
Animales negativos: L6
Animales sospechosos: 7_7‘ ”;l77 

Animales positivos: 3




CUADRD Wo. L

Resumen comparativo de los resultsdos de las tros -

‘pruebas, de los animales nositivos,

Vaca Yo. ‘Prueba intradérmica  Prueba de MIF

anterior posterior

e R
:;Zbél" 7 ~' T 7:i;i E pos.
245 o f;; Ce f"pﬁé, ‘  .
A9 oo pes




“RESULTADOS Y DISH

En los cuédfoéﬂ
dos, tanto de 1la nrueb
tiva como de la nruoba d

de Migracidn) reglstrados resentg.trébajd;"'

La discrenancia~pwu'e~1054resultédQé de . la prveba )

de MIF y lg prucbs do‘l omna%étivé pﬁede éxnlicarse

per var* BS ;PBZOHGS QV ~oue pudireran inclLuirse -

Las siguientes:

Nal dpsarrollo de ? prupba- en rn pelén a ésta - " 
k,posibjlxdhd ﬁs intpresante snﬁalar cue OL ﬂLCI“POﬂ —-——
repeticionas de eTcunaﬂ de 1ag nruobas nositiva. yona

gatjvas y en 59tosvcasos, ns pa n’Hadoq fuero” reprs .

dunlb’es, asta situacién parpce indicar oue 103 datos E

positivos de 1la nrueba dp M afectiv«mahfn‘cqr*nspon

~den a animales con rqspvn 3t 9 5“ﬂunolorica aT antigeno.

t”ﬁ po ole explicacidn Jobrn la diac

rarancia’--]ix'“°“

"entr 103 resultados de la prueba intradérma

 MIF pudieran spr provocados por nosibles‘m'

‘ del astedn f‘S”OIOgiCO de 10% animale

zauellos quc se les hizo otra orueba dentro ﬁe lag 10
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semanas anneriorés a la fécha (25§.

La interpretacibén de 1s nrueba de "I® fué hacha
tomando un criterio semejsnte gl cue se nmplea para
interpretar la prueba de tuberculins intradérmica --

doble cormperativa.

Saré necesario oue en postariores trabajos se de
termine si el criteric utilizado en éstn scasidn re-
sults el mnés adecuado para la irterpretacidn de los
resultados, es factible aue modificando el criterio
puedan reducirse las discrepancias encoﬁtradas en .-

algunos snimales anelizados, particularmente en ee--

aouellos casos en los oue la prueba intradérmica do-

ble lcs resulbadcs fueron positxvcs y negativos en -

la nrueba de NIF 0 visceversa.

Se retomienda que se hagan otros trabajos oue --
peraitan determinar la efectividad de la prueba de -
MIF para identificar oue animales tienen una respues

ta inmune contra M. tuberculosis.

8in embarro las pruebas presentan ventajas y des

ventajas una sobre otra como son:’
La FIF es m4s dificil de 1levas
necesita personal entrenado.-

La prueba de MIF no requiere u



-y
de los animales.

Los resultados son obtenidos més répido en compara

c¢idn con la pruebsa intradérmica.
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ESUMEN Y CONCLUSIONES

El objetivo del trehajo fué comparzr los resultg-
dos de la prueba intradérmica doble comparestiva de ig
berculina en bovinos productores de leche, con los re
sultados obtenidos en una pruebs de inhibicién de mi-
gracién desarrollada IN VITR0 en le cual se utilizé -
como antigeno tuberculina msmifera y tuberculina ----
aviar; con el propdsito de encortrar un método més ré
pido y espec{fico aue cudiers ser utilizado como na
téénica adicional en el diagnfstico de tuberculosis -
bovina, asi{ como identificar al emplear los dos tipos
de tuberculina les reacciones inéspecificas como ocur

re en la pruebs intradérmice doble comvarativa,

Hasta la fechs la pruebs mfs frecuentemente utili
zada ha sido la prueba doble compsrsviva (7) pero re-
sulta complicado evaluar su eficiencia a nivel de cam
po, v es por ésbo que s¢ han buscado métodos més préc
ticos para su deteccidén como el método de MIF cue pu-
diera ser utilizado como una técnica de substitucién

o corroboracién de resultados.

Se emplearon 50 bovinos Holstein Friesian a log -
cuales se les aplicd vor via intredérmice tuberculing

mamifera v aviar vy se snelizaron los resultados en «-

-



dos ocasiones enn un lapse intermedio de 4 meses,

En el periddo comprendido entre ambas pruebas in
tradérinices se obtuvo sangre periférica y ze realisd
an cémarss de cultivo de Bloom la prueba de inhibig--
c¢idén de migracidén después de separar los globulos w--
blancos y depositerlos =n medio de cultivo minimo ds
Eagle adicionado de tubarculina mamifera 6 tuberculi-

na aviar o en ausencia de antf{geno en los controles,

Después del periddo de incubacidn se reslizdé la -
lectura determinando el porcentaje de inhibicién de -

migracién, compsrando las muestras con antfgeno a las

testigo,

posterior el 2% de anlmale sospechosos y el 6 % de

animales positivos.rf;;; kk: j"

La discrepancia.entre los resultado

al sefizlar entre otrss posil ﬁ‘“76é“ las si-
guientes: Nal oasarrollo de 19 modlfica01ones
an el estado flSiOlOFlCO ce ;oa dnlmcles anallzados,

_inespecificidad de los anplgenos utlgizados lo aue --

8 diqcutlda,ﬁ,?\
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.pudiera dar luger s falsss dlzcturas pocitivas o negeti

VAaS,

Resultaris conveniente para poder corroborar 1n.vg
1idéz de éste trubajo aua se hiciers» exémenes clini--
cos (25), bscterioldgicos (25), seroldgicos (25) y ---
post-mortem {25} que pudieren determinar si los hallaz
gos da la prueba de MIF y/8 de la prueba doble compara

tiva son veridicos,
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