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| RESUMEN

Para el diagndstico de tuberculosis tanto en humanos como en bovinos, se ha tenido
limitaciones grandes en cuestién de las técnicas, ya que estds han mostrado ser
ineficientes tanto en especificidad como en sensibilidad para la deteccién de anticuerpos
para antigenos micobacterianos esto por un lado; y por el otro tenemos como pueden ser
afectadas las prusbas de evaluacién de inmunidad celular por estar presentes antigenos
comunes a otras micobacterias, corynebacterias, actinomicetos y nocardias, E! objetivo de
este trabajo fue el de concordar la prueba de intradermorreacion (IDR)(in vivo) con la
prueba de deteccién del interferon-gamma (IFN-G)(in vitro), ambas pruebas, utilizando
PPD bovino y aviar, como antigenos. Se utilizaron 90 bovinos hembras Holstein-Friesian
divididos por lotes de 30 animales (3 lotes) de acuerdo a su produccion lechera. Todas
estas hembras fueron sangradas en presencia de anticoagulante, se colocd 1.5 ml de
sangre completa en 3 diferentes pozos (pozo # 1 control, pozo # 2 PPD bovis y pozo # 3
PPD avium). Se incubaron 24 hrs. a 37°C. Posteriormente se centrifugaron a 1500 r.p.m.
por 20 min. Con el plasma se realizd una prueba de ELISA para la deteccidén de
interferdn-gamma para Mycobacterium bovis (IDEXX, Maine EE.UU) por anticuerpos

monoclonales. Los valores de corte que se utilizaron entre Mycobacterium
bovis/Mycobacterium avium para animales preferentemente sensibles al PPD bovino fue
de 1.8 de absorbancia. Para considerar que el animal fue mas sensible al PPD avium el

valor de corte fue considerado como menor o igual a 0.7. Los resultados muastran que en
los animales positivos a la IDR, del Lote A graficados de acuerdo a la interpretacion
estandar, el 93.33 % se encontraron sobre la pendiente de positividad, cuando estos
mismos animales fueron evaluados por IFN-G, mostraron un 83.33 % hacia la positividad
de dicha prueba. Con respecto a los animales negativos comprobados por IDR y
graficados, se encontré un 6.66 % sobre la pendiente de la de negatividad y estos mismos
animales analizados por IFN-G mastraron una similitud del 16.66 %. Con respecto al Lote
B encontramos un 56.66 % de positivos a la IDR utilizando el mismo método que en lote
anterior, y estos mismos animales por IFN-G dieron de resultado un 16.66 % de similitud.
Por otro lado los animales negalivos nos dieron a la prueba de IDR un 43.33 % sobre Ia



pendiente de negatividad, y al hacer uso de la IFN-G nos resulto un 83.33 % de similitud.
~ Por tiltimo al trabajar el Lote C en animales positivos a la IDR nos resulté en un 40 % y al
IFN-G nos di6 un 36.66 % en cuestién de similitud. Y al observar los animales negativos
nos topamos con 60 % a la prueba de IDR y de un 63.33 % al IFN-G en su similitud.  El
uso de este método de diagndstico, en la campaiia de control y erradicacion de la
tuberculosis, puede dar apoyo para dicho fin.



if INTRODUCCION
2.1 DEFINICION DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una enfermedad 'infecto-contagiosa cronica, debilitante y
progresiva que ocasionalmente puede asumir un curso dgudo rapidamente progresivo.
Fué descrita hace mas de 2000 afios, y las lesiones halladas en las momias egipcias
prueban que atacaba al hombre -desde mucho antes. Como es natural, tanio en’la
antigliedad como en la edad media hubo gran confusién con otras enfermedades,
confusidn que persistié hasta la mitad del siglo XIX. Muchos autores afirman que la
enfermedad era infecciosa, otros la consideraban como una forma de tumor maligno y no
infecciosa, hasta que se descubrid el agente causal y los experimentos realizados
disiparon todas las dudas acerca de su naturaleza. (5,22.23.24,2'6). Ahora se sabe que
existen diversos tipos de bacilos tuberculosos responsables de la enfermedad en los
animales. El tipo bovino, Mycobacterium bovis (M. bovis) estd estrechamente relacionado

con el tipo humano y algunos lo consideran una subespecie de M tuberculosis. El tipo
aviario M avium difiere de los tipos encontrados en los mamiferos en muchos aspectos y

praduce principalmente enfermedad en los pajaros, generalmente no es patdgeno para el
hombre ni para los animales domésticos.(5,24,26,59).

2.2 ETIOLOGIA

Mycobacterium bovis es la causa més frecuente de tuberculosis en el ganado
bovino. Son bacilos Gram positivos, no ramificados, relativamente, cortos, delgados,
4cido-resistentes e inméviles.y que desdoblan azicares por oxidacién. Son ademés
aerobios obligados que crecen mejor en atmosfera de 3 a 10 % de diéxido de carbono y a
fa temperatura éptima de 37°-38°C en medios complejos que contengan yema de huevo y
harina de papa. Las colonias de M. bovis son redondas, lisas e irregulares fras una

incubacibn de 3 a 6 semanas y con un crecimiento discreto (“crecimiento
disgénico").(5,9,44).




No forma esporas pero tiene resistencia moderada al calor, desecacién y muchos
desinfectantes. Es destruido facilmente por la luz directa del sol a menos que se
encuentre en ambiente humedo. En un ambiente célido, humedo y protegido puede
permanecer viable durante periodos muy prolongados.(5,41).

No se ha demostrado sean capaces de producir exotoxinas; ni la forma com producen la
enfermedad. Tiene una concentracién elevada de lipidos 20 a 40 % del peso seco, que es
en gran medida responsable de su capacidad de resistir a los mecanismos de defensa
humoral y a los desinfectantes &cidos y dlcalis; sin embargo, los fenoles (5 %), la sosa (3
%) y acidos cresilicos san considerablemente eficaces. (9).

La pared celular gruesa de la micobacterias es rica en &cido micélico, un polisacérido de
arabinogaldctanas y otros lipidos complejos que la hacen hidrofébica e impermeable a las
tinciones acuosas sin calor. En la tincion de Ziehl-Neelsen se aplica calor.(9,22,26).
Algunos de los lipidos especificos son los siguientes:

-Ac. micdlico: Origina la fijacion acida: propiedad de retener carb_ol-fucslna luego de
aplicar el decolorante alcohol-acido.(9).
-Cera D: Mucdsido que aumenta la respuesta inmunoldgica, La cera D y diversas

proteinas inducen hipersensibilidad tardia.(9).

-Mucésidos: Tipo colonia; permeabilidad celular (resistencia a enzimas hidrosolubes,
antibidticos, desinfectantes, etc.).(9).

-Glicolipidos: Toxicidad, respuesta granulomatosa.(9).

Caracterfsticas bioquimicas: Es muy compleja, pero,da catalasa positiva y metabolismo
respiratorio.(9).

Como nota especial podemos decir que el M, tubercylosis tiens entre su gran material



lipido de superficie uno conocido como 6,6'dimicoliltrehalosa que ha sido aislado y
denominado faclor cuerda® debido a que su presencia produce que el organismo crezca
en forma de cuerdas en el cultivo liquido. Es abundante en cepas virulentas y su remocion
las torna avirulentas, y se piensa que puede contribuir a la virulencia del crganismo pero
no es el Gnico factor involucrado.(22,26).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

Se observa tuberculosis en todos los paises del mundo y adquiere importancia
especial en el ganado lechero. Puede ocurrir el padecimiento en todas las especies,
incluyendo al humano, y es de suma importancia por razones de salud publica, asi como
su efecto nocivo en la produccién de los animales. En bovinos el animal infectado es la
principal fuente de infeccién. Los microorganismos son eliminados en aire expirado,
esputo, heces (procedentes de lesiones intestinales y del esputo deglutido, que a su vez
deriva ‘de lesiones pulmonares), leche, orina, secreciones vaginales, uterinas y ‘de
ganglios linfaticos abiertos. La entrada suele efectuarse por inhalacién (principal fuente
de contagio), cuando los animales permanecen en establos; o ingestién cuando los
animales permanecen en campos de pastorec y contaminan los alimentos y el agua
comin de bebida. En condiciones naturales, el agua estancada puede producir infeccién
hasta 18 dias después de haber hecho uso de la misma un animal tuberculoso. Puede
aislarse M. tuberculosis viable de las heces de bovinos infectados y de terrenc en
contacto con ellas durante 6 a 8 semanas, después de la depositacién del
microorganismo, pero la duracioén de la capacidad infecciosa de M. bovis depositado en

pasto para bovinos susceptibles es sumamente variable.(5,22,24,26).

La ingestion de la leche infectada por animales jévenes es uno de los métodos mas
frecuentes de diseminacion de la tuberculosis.(5,57). Como via menos comun cabe citar
la infeccidn intrauterina durante el coito, por uso de semen infectado o de una
inseminacién contaminada o de pipetas uterinas, y la infeccién intramamaria por empleo
de copas de maquinas de ordefio infectadas. Ei albergue de los animales predispone a la



enfermedad, lo mismo que el pastoreo a bajas temperaturas, de modo que es mas
frecuente y mas grave donde se realizan dichas practicas de cria.(5,57,59).

2.4 PATOGENIA

La enfermedad de tuberculosis tanto en el ganado vacuno como en el hombre inicia
con la formacién de un foco primario que se encuentra en los pulmanes en un 90 % de los
casos. El drenaje linfatico del foco primario en los mamiferos lleva a la formacién de
{esiones caseosas en el correspondiente ganglio linfatico, y esta lesidn junto con el foco
primario, es conocida como "complejo primario”. Este complejo primario rara vez cura en
los animales, pero puede progresar lentamente o répidamente. (40,41,42,57).

Donde quiera que los microoganismo se localicen, su actividad estimula la formacion
de masas de tipo tumoral llamadas tubérculos. Por el crecimiento continuo de los
microorganismos, estos tubérculos aumentan de tamafo. Conforme los granulomas
cracen, se produce necrosis de sus porciones centrales. Finalmente éstas son reducidas
a masas caseosas que tienden a calcificar. En los mamiferos, los tubérculos pueden
quedar encerrados en tejido fibro denso, y la enfermedad queda detenida. Cuando la
“enfermedad progresa, el tubércufo aumenta de tamaro, frecuentemente se rompé e
infecta los tejidos contiguos. Cuando los bacilos escapan del foco primario, viajan por las
corrientes de los vasos sanguineos y linfaticos, se alojan en otros organos y tejidos y
establecen otros tubérculos. La forma aguda de generalizacidén, conocida como
tuberculosis miliar, es fatal. Si entran pequefios nimeros de bacilos en la circulacién a
partir del complejo primario, se forma una o mas lesiones aisladas en otros 6r§anos.
Estas lesiones generalizadas pueden volverse encapsuladas y seguir siendo pequerias
durante largos perfodos de tiempo, generalmente sin causar signos
detectables.(19,20,40,41,42,57).



2.5 SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos que se presentan varian de acuerdo con la distribucién de los
tubérculos en el cuerpo, en general el curso de la enfermedad es crénico. Las lesiones
pequefias, localizadas en los ganglios linfaticos profundos, pueden no dar signos clinicos,
pero los ganglios superficiales aumentados de tamario proporcionan un signo diagndstico
util. Los signos generales son debilidad, anorexia o apetito caprichoso, emaciacion,
actitud de indiferencia, apatia, aspecto del tegumento rugoso o liso y fiebre
fluctuante.(14,19,20,24,55).

La tuberculosis pulmonar se manifiesta por una tos seca, y que mas tarde se hace
mds frecuente, dolorosa, y himeda. En casos avanzados la respiracién esta acelerada y
es dificultosa, incluso acompaiada de gemidos. Especialmente es notable la disnea
después de los esfuerzos fisicos asi como en clima caluroso-hiimedo, aumentando hacia
el final de Ia enfermedad. La auscultacién de los pulmones da en parte respiracion
vesicular intensificada, en parte debilitada; en algunas regiones puede faltar por
completo, de manera tal que solo se escucha la respiracién bronquial. Cuando las
lesiones tuberculosas son avanzadas, en las dreas afectadas se perciben rales secos 0
htimedos.(22,26,40,41,42,48).

Los animales padecen una tos entrecortada y violenta que después se hace
dolorosa y frecuente a medida que progresa la enfermedad y al final es débil y himeda,
Las dificultades respiratorias son cada vez mayores en el curso de la enfermedad. Los
animales bajan la cabeza, sacan la lengua y lanzan quejidos o ronquidos al respirar. Los
miembros toracicos y en especial los codos, aparecen desviados hacia
afuera.(40,41,42,48,61).

La tuberculosis de la pleura, al igual que la del pericardio, provoca nolables soﬁidqs :
de frote. En la pericarditis tuberculosa no suele ser sincrénicos con los tonos cérdlacoé.k
(5.48,61). N



La hiperplasia tuberculosa de los ganglios linfaticos mediastinicos, puede causar
timpanismo redicivo por su presién sobre el eséfago o sobre el nervio vago, mientras que
la afeccion grave de los ganglios de la entrada del térax, puede causar éstasis venosa

(ingurgitacién) de las venas yugulares.(14,22,26,48,61).

La enfermedad de la mucosa nasal se comprueba por el flujo mucoso-purulento y
por los nddulos o Ulceras que hay sobre ella y alcanzan el tamafio de 1.5 cm;
simulténeamente estdn agrandados los ganglios linfaticos laringeos, en los que incluso
pueden palparse pequefios nédulos.(22,26,29,48,53,61).

En animales jovenes de 1 a 3 aflos de edad, ocasionaimente se presenta una
estenosis parcial de la cavidad faringea {ruidos roncantes) a causa de un hiperplasia
tuberculosa de uno 0 ambos ganglios linfaticos faringeos.{22,26,48,61).

Los transtornos respiratorios se pueden deber también a procesos tuberculosos
ubicados en ia laringe o traquea, percibiéndose entonces rales o sonidos mds silbantes.
Segun la ubicacién y extensién de las modificaciones, una disnea de este tipo puede
intensificarse hasta provocar asfixia. Ademdas, regularmente hay tos fuerte y dolorosa,
incluso espasmodica. Los granulomas tuberculosos ubicados en el interior de la iaringe
causan hiperplasia o asimetria de ésta. Apoyando sobre ella la mano, se nota un temblor
durante la inspiracién. Es mas raro que también esté afectada la voz del animal; incluso
puede faltar completamente (afonia).(14,22,26,40,41,42,48,53).

En ta palpacién rectal a veces se comprueban en el lado derecho de la cavidad
abdominal formaciones nudoso-firmes del tamafio de una papa, que corresponden a los
ganglios finfaticos mesentéricos tuberculosos.(22,26,48).

Las eventuales modificaciones tuberculosas en los ganglios linfaticos sacrés,
lumbares o iliacos mediales, pueden palparse desde el recto.(22,48,57).



2.6 LESIONES

En los bovinos tuberculosos los érganos tordcicos, es decir los pulmones y los
ganglios linfaticos broncomediastinicos, son los mas frecuentemente afectados. El
complejo primario se compone aqui de varios nddulos, de hasta el tamafio de 2 cm,
muchas vecas caseificados, que sobresalen de la superficie de un idbulos grande oen
otra parte bien ventilada del pulmén. Las lesiones surgidas por generalizacién precoz
consisten en numerosos tubérculos tipicos, del tamafio de 1 a 2 mm, o un numero
reducido de nédulos del tamaio de 1.5 cm al de 2 cm, que muchas veces ya estén
caseificados o puéden estar delimitados por tejido conectivo.(48,53,57,61).

En la tuberculosis cronica de los pulmones. el tejido pulmonar normal o grupos de
lobulillos modificados por neumonia, en parte parciales y en otras repartido por todo el
érgano, aparecen nddulos del tamaiio de 1 a 2 mm al de 1.5 cm a veces aislado, y otras
veces conglomerados. Por la confluencia de estos pequefios nédulos se forman focos
firmes del tamaiio de un purio, lobulados, que estan bien circunscritos y delimitados por el
tejido sano. Mas tarde estos nédulos se caseifican; en casos muy avanzados puede haber
formacién de cavernas. Si en esto hay focos tuberculosos en ganglios linfaticos
regionales, entonces provienen del periodo de infeccién primaria, reconociéndose como
tales por la edad de las lesiones.(22,26,36,41,42,48,53,57).

Si en relacién con la tuberculosis pulmonar cronica se produjo la generalizacion
tardia, en la necropsia hay una neumonia caseosa. Entonces, los focos caseosos tienen
un tamafio variado y su superficie de corte esta salpicada de puntos hemorrégicoé yes
amarillo-dpaca. Cerca de las modificaciones caseosas puede haber tubérculos miliares
aislados o agrupados, en los ganglios linfiticos aparecen las lesiones exudativas
correspondientes.(36,41,42,48).

En los casos abiertos o activos, la presencia de bronconeumonia o hiperemia en
torno a las lesiones pulmonares constituye indice indudable de enfermedad activa.(5,40).



Las lesiones cerradas son natamente discretas y nodulares y poseen material
caseoso espeso, anaranjado o amarillo, con frecuencia calcificado o rodeado de una
capsula fibrasa gruesa. (5,40,41,42).

El pus tiene color crema o anaranjada caracteristico, y su consistencia varia de la
crema espesa a la del queso grumosoa. (5,41,42).

La cuestion microscopica esta primordialmente relacionada con los tubéreulos los cuales
se desarrollan de esta forma: después de penetrar al cuerpo los microorganismos, se
focalizan en el tejido. Su presencia ocasiona necrosis del tejido y una infiltracion de
neutrofilos. Posteriorrmente, fos macréfagos empiezan a aparecer y s posible que sean
atraidos por productos de la respuesta inmune espacifica, tales como las linfocinas, y
acaban con los desechos de las células. Otro tipo de células que entra en accidn son las
células gigantes de tipo Langhans, que estan formadas por células epitelioides, ya sea
por fusién o por desarrollo constante y multiplicacion de los ndcleos, sin division del
citoplasma; es muy comun observar bacilos tubsrculosos en el ciloplasma de estas
células a medida que crece la masa tuberculosa.(22,26,51). Los Gitimos en aparecer son
tos linfocitos y feucocitos que también emigran al lugar de la infeccién y contribuyen a la
infiltracion celular. Este tubércuto joven consta de un centro compuesto de neutrdfilos,
macrofagos muertos, bacterias destruidas y bacterias extracelulares vivas. El nucleo del
tubérculo se compone de micobacterias, células epitelioides, células gigantes y linfocitos.
El centro caseoso necrdtico de la fesidn se va ensanchando segin se activan fos
mecanismos de coagulacion y se lrombosan los capilares, arteriolas y vénufas.
Posteriormente el tubérculo es encapsulado por los fibroblastos, los cuales, maduran y se
convierten en células adultas del tejido conectivo fibroso. Como resultado de la accién
téxica del microorganismo, se presenta la necrosis caseosa central. En ausencia ds!
fermento proteolitico elaborado por los neutrdfilos el tejido necrdtico caseoso permanecé
en forma sélida. La calcificacién de los tubéreulos tiene lugar en el hombre y el ganado
vacuno, pero rara en otras especies domésticas.(22,26,51).
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2.7 TRANSMISIGN

La tuberculosis se transmite principalmente por via aerégena, debido al contacto
directo de los animales sanos e infectados (4,5,40,48), en donde, tanto el hombre como el
ganado vacuno, al toser arrojan gotitas que contienen bacilos tuberculosos y que flotan
un tiempo en el aire himedo, que los animales inspiran. Asi también los agentes
eliminados en excretas que se encuentran en el suslo del establo, pueden llegar al aire
con el polvo ambiental y ser inhalados.(22,26,48,57).

En terneros o bovinos jovenes la principal via de transmisién es la enterégena
(5,40,48), debido a la contaminacién del calostro y leche infectadas con grandes
cantidades de bacilos tuberculosos (22,26,48,57). La via enterégena también puede
ocurrir en adultos cuando el agua de bebida y los alimentos se encuentran contaminados
por las secreciones de los animales tuberculosos(5,22,26,40,41,48,57).

Otra de las vias de transmision de la tuberculosis en terneros es la intrauterina
(hematégena).(5,40,48).
2.8 INMUNOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS

Desde el decenio pasado se descubrié que este fendmeno de la intradermorreaccion
(tuberculina) se debe a la inmunidad celular. (22,26).

La infeccién inicial por M. bovis sensibiliza una gran cantidad de linfocitos T

especificamente contra los antigenos de este microorganismo. Durante una exposicién
posterior o reexposicién, al bacilo, estos linfocitos T especificos y de memoria proliferan y
producen linfocinas, las cuales, entre otras propiedades Utiles, tienen la capacidad de
activar a los macréfagos.(5,22,26,59).



Una vez que las bacterias han penetrado en los tejidos, los macréfagos de animales
normales (no enfermos) pueden fagocitar rdpidamente a la micobacteria, pero sin
destruirla, permi(ie‘ndo que ésta se reproduzca intracelularmente. En contraste, los
macréfagos de animales tuberculosos pusden ser activados mediante linfocinas para
destruir al bacilo con mas efectividad. A pesar que esta cadena de eventos inicia con_la
interaccién especifica entre los linfocitos T y los antigenos del bacilo tubsrculoso,’ la
mayor capacidad bactericida de los macréfagos no es especifica; esto es, los macréfagos
activados tienen mayor cantidad de lisosomas y son capaces de destruir a otras bacterias
intracelulares facultativas, tales como Brucella y Listeria. (22,26,59).

Los macréfagos transportan a los bacilos por los vasos linfaticos aferentes a los
ganglios linfaticos regionales. La interaccién bacilos-macréfagos conduce a la
movilizacién de los granulocitos y a la formacion de células gigantes. Esta reaccion
celular constituye la base estructural del granuloma tuberculoso con objeto de fijar y
localizar el proceso infeccioso. (24,26,31,39,44,65).

La activacién de los macréfagos es de corta duracién, persistiendo sélo unas
cuantas semanas, a menos que dicha aclivacién se mantenga por una estimulacién
subsecuente de células T o de liberacion de linfocina causada por la prasencia de las
bacterias de M. bovis virulento o de una cepa vacunal viva modificada due produciran
una inflamacién crénica de larga duracién; por lo que dicha estimulacién continua y
prolongada de tipo quimiotactico hace que lleguen nuevos macréfagos y fibroblastos, y
que se deposite un exceso de coldgena en torno al foco de irritacidn. La lesién
desarrollada de esta manera se llama “granuloma”.(18,22,26,43,59,65).

Las lesiones tisulares resultantes, asi como el curso que adopte el proceso, depende de
la virulencia del agente etiolégico y de la susceptibilidad y respuesta inmunitaria del
huésped. Se trata de una reaccion tisular a la que el huésped debe, en el mejor de los
casos, la encapsulacion del bacilo con la formacién de los caracteristicos tubérculos
(forma productiva) en el llamado complejo primario completo (6rgano y ganglio linfatico
regional) o incompleto (solo el ganglio linfatico). Si la respuesta inmunitaria es deficiente,



el complejo primario puede proseguir su desarrollo para dar origen a una forma infiltrativa
y difusa o exudativa, con la propagacién de la infeccidn a los tejidos vecinos o con la
generalizacién.(24,26,31,39,40,44,65).

En el curso de la infeccidon con el bacilo tuberculoso, el huésped se sensibiliza a los
antigenos del microorganismo y desarrolla hipersensibilidad tardia contra estos
antigenos. Estos se demuestran con facilidad mediante 1a positividad a la prueba cutdnea
de la tuberculina y que en este caso se restringen al sitio local donde se deposité la
tuberculina, y que sirve para reconocer el estado de la inmunidad celular y se emplea por
su gran valor diagnostico en la vigilancia de animales infectados y sensibilizados o libres
de tuberculosis. EI nombre de hipersensibilidad tardia o retardada, se le da por que
necesita por lo menos.de 24 horas después de que se administra el antigeno para que la
respuesta alcance su maxima intensidad (22; 24, 26, 27, 31, 39, 40, 44, 50, 65). Es una
reaccién inmunitaria resultante del reconocimiento de un antigeno, por los linfocitos T
sensibilizados y conducen sin la participacion de los anticuerpos a una lesién tisular, la
cual se caracteriza por un eritema y una induracidn-histolégicamente, esta formada por
células mononucleadas: linfocitos y sobre todo monocitos y macréfagos.(26,51,59).

Durante la reaccion inflamatoria, Jos linfocitos T sensibilizados liberan sustancias
biolégicamente activas llamadas linfocinas y la aparicion de linfocitos T citotdxicos. Las
linfocinas atraen a los macréfagos, los cuales fagocitan al antigeno inoculado y finalmente
lo destruyen desapareciendo asi el estimulo, para que continie la produccién de
linfocinas, con lo cual los tejidos vuelven al estado normal. Las linfocinas actGan sobre
diversas poblaciones celulares, que de manera general permiten regular las actividades
celulares, entre ellas interleucina 2 (IL-2), la cual produce Ia proliferacion de clonas de
células; tanto de linfocitos T y células NK de las cuales se deriva una glucoproteina
conocida como interferén-gamma (IFN-G), el cual en el presente trabajo serd de vital
importancia ya que su activacion es fundamental para el desarroilo de resistencia frente a

ciertos microorganismos intracelulares patdgenos, en particular M. bovis, los anticuerpos

no pueden dar proteccidn contra estos microorganismos. Sin embargo, durante la
evolucién de las infecciones por esos agentes, se estimula una respuesta de inmunidad



mediada por células en la cual los linfocitos T liberan IFN-G. Este provoca que los
macréfagos aumenten de tamaiio, movilidad y actividad metabolica, Aumentando también
el nuimero de sus receptores Fc (Factor cristalizable), con lo que se intensifica la
fagocitosis.(36,59,65). ’

2.9 DIAGNOSTICO
Prueba Doble Comparativa Cervical: (IDR Intradermorreaccién)

En ocasiones los bovinos reaccionan a la prueba de tuberculina cuando se usa PPD
bovino (PPD o DPP = derivado proteico purificado bovino o aviar), sin estar infectados,
como una respuesta inespecifica, ya que la inmunidad generada por micobacterias es
inespecifica. Es por esto que se usa simultdneamente PPD aviar y, de este modo se
puede determinar si el animal tiene tubsrcutosis.(5,11,14,37,53). )

a) La zona mas adecuada para el sitio de inoculacion de PPD, es el tercio medio del
cuello. En el caso de la prueba comparativa con tuberculinas PPD bovine y aviar, ambas
se aplican aproximadamente a 12 cm de distancia entre si. Se debe depilar previamente
la zona y medir el espesor de la piel con un vernier, antes de fa inoculacién
intradérmica.(5,11,37,53).

b) La tuberculina aviar debe inocularse aproximadamente a 10 cm por debajo de la
cresta del cuello y la tuberculina bovina més abajo, sobre una linea paralela a Ia espina
de la escapula(11,37)

¢) Se emplea una jeringa de prueba tuberculinica con su respectiva aguja, cuidando
siempre de emplear una para la tuberculina bovina y otra distinta para fa tuberculina

aviar.(5,11,14,37).

d)Las dqsis a emplear en la prueba doble comparativa son:

18



« Tuberculina PPD de M. bovis (1 mg/ml), 1 dasis = 0.1 mg /0.1 ml.

« Tuberculina PPD de M. avium (1 mg/mi), 1 dosis = 0.1 mg/0.1 ml. (24,36).

@) La leclura de la prueba se efectda a las 72 horas (+/- 6 horas) despuss de ia
inoculacién. Se mide con un vernier el espesor de la piel en el sitio incculado y, se
registra la diferencia obtenida, gréficando de acuerdo a las normas establecidas por la
campaiia contra la fuberculosis{ver anexa).

Prueba de deteccitn del interferén gamma: {(IFN-G interferén Gamma)

Los intarferones modulan la actividad de casi todos los componentes del sistema
inmunitario, reforzando la capacidad del arganismo para sofocar los ataques de la
mayoria de los agentes causanies de enfermedad: pardsitos, bacterias y virus. Los
interferones pueden promover o inhibir la diferenciacién de diversas células y pueden
inhibir fa division celular, fo que explicaria en parte por que atentan contra fa proliferacién
de tumores.(31,33,59). '

Los linfocitas T supresores (CDB), estimulados estos por el IFN-G, inhiben la
reproduccion de anticuerpas por los linfocitos B; los interferones también retrasan la
sintesis de ciertas citocinas en otras células.{59).

Un método alternativo para el diagndstico de TB bovina, se relaciona con la
identificacién y cuantificacion del IFN-G en plasma obtenido después de haber estimulado
sangre completa con PPD bovino y aviar durante 24 horas.(49,63,64).

Este ensayo detecta IFN-G bovino fiberado en respuesta a un antigeno especifico
en un sistema de cultivo de sangre completa, el cual utiliza dos anticuerpos monoclionales
para el IFN-G bovino biolégicamente activo.(49,63,64). En investigaciones recientes -se
describe el desarrollo de fa prueba de IFN-g como un método in vitre simple y rapido para
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el diagndstico de TB; esta prueba ha sido evaluada experimentalmente y en campo con
resultados bastante alentadores.(63, 64).

Diagnéstico diferencial:

Se debe realizar un diagnéstico diferencial principalmente con enfermedades que tienen
lesiones o signos similares a la tuberculosis, entre estas encontramos a la
paratuberculosis causada por M. johnei (bacilo de Jonhe), la cual se asemeja con M.
bovis por causar una emaciaciacién gradual del animal. Otra enfermedad es Ia
aclinomicosis cuya etiologia es Actinomyces bovis y cuya semejanza con M. bovis es la

produccion de abscesos; este microorganismo causa una enfermedad subaguda o crénica
progresiva caracterizada por lesines granulomatosas supurativas, duras que involucran
tanto al hueso como a tejidos blandos pricipalmente de la mandibula, por lo que el animal
deja de comer debido a la inflamacién y dolor, y enflaquece gradualmente; rara vez se
observan casos de orquitis, mastitis y lesiones en higado y otros organos.(9, 5§7).

Con Nocardia asteriodes (antes N. farcinica o N. farcinicus) por ser dcidorresistente,
aerobio y desdoblar azlcares por oxidacién. Esta infeccion se inicia como una pustula o
nddulo que endurece, se rompe, supura y forma abscesos adicionales. En bovinos afecta
ganglios linféticos subcitaneos, preescapulares y popliteos que aumentan de tamario por
producir abscesos, rara vez afectan pulmones y otros 6rganos. Principalmehle
relacionada con mastitis aguda y crénica con lesiones granulomatosas por lo que se pide
realizar un diagnéstico diferencial con mastitis tuberculosa. Conocida como muermo
bovino es de tipo linfoadenitis; por lo que también se hara este diagnéstico diferencial con
corynebacterium pseudotuberculasis, que en bovinos es sumamente rara la afeccién por
este microorganismo.(9, 57).
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Criterios de interpretacién, Prueba Doble Comparativa.

LECTURAS CRITERIO ESTANDAR CRITERIO ESTRICTO
B(+)>4>A(+) POSITIVO POSITIVO
B(#,A()
B(+)=364>A(+) SOSPECHOSO POSITIVO
B(+)=162>A(+) SOSPECHOSO SOSPECHOSO
B(+)=1062<A(+) NEGATIVO SOSPECHOSO
B(+)=A(+)
B(-),A(+0-) NEGATIVO NEGATIVO
B{+#)>2

B = Tuberculina bovina.
A = Tuberculina aviar.
> = Mayor que (mm.)

< =Menor que (mm.)

Todas las médidas realizadas pre y post inoculacién de los PPD bovino y aviar son en
milimetros (mm.). Nos indica el criterio estandar que:

a) Si la medicién a las 72 horas de la zona de inoculacién del PPD bovino es mayor por

cuatro mm. o mas a la de PPD aviar el animal se considera positivo.

b) Si la medicién a las 72 horas de la zona de inoculacién de PPD bovino es igual que
uno o cuatro mm mayor que la medida de PPD aviar el animal serd considerado
sospechoso

c) Si la medicién a las 72 hrs. de la zona de inoculacién del PPD bovino es igual uno o
dos mm menor que la del PPD aviar el animal sera clasificado como negativo, aunado a
esto que el animal no tenga reaccién alguna, esto es que quede la medida
postinoculacién igual que la de preinoculacién.
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il OBJETIVOS

a) Reatizar e! diagndstico de tuberculosis bovina mediante el uso de la prueba doble
comparativa cervical en un hato de bovinas productores de leche.

b) Realizar el diagndstico de tuberculosis bovina mediante la deteccion del
interferén-gamma (IFN-G) en fos mismos bovinos productores de leche.

c) Establecer la concordancia que existe entre los resultados obtenidos en las
pruebas de tuberculina doble comparativa vs. detaccién de IFN-G en animales positivos y
negativos a ambas pruebas.

vV HIPOTESIS

a) Los animales positivas a fa prueba de intradermorreaccion (tuberculinizados con

PPD tanto bovino como aviar) serén positivos a la prueba de deteccion del interferén-

gamma.

b) Los animales negativos a la prueba de intradermorreaccion serdn positivos a la prusba
de IFN-G.

¢) Los animales positivos a fa prueba de infradermorreaccion seran negativos a la prueba
de IFN-G.
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V MATERIAL Y METODOS
Materiaf Biolégico
90 bovinos de la raza Holstein-Friesian, divididos por lotes de 30 animales:

LOTE "A": 30 hembras Holstein-Friesian, de 2 o mas partos y mas de 100 dias de

lactancia.

LOTE "B™ 30 hembras Holstein-Friesian, de primer parto y mas de 100 cfras de -
lactancia. ' R

LOTE "C": 30 hembras Holstein-Friesian, de reemplazo con edad de 14 a 16 meses. )

Manejo del hato:

Las condiciones de manejo del hato son explotadas en forma intensiva y tecnificada.
Cuenta con diferentes corrales para su adecuada lotificacion de acuerdo a la produccién
lactea, y cada uno cuenta con bebedero, comedero y cama de arena con techado de
acuerdo a las condiciones ambientales del Valle de México, 19° 51" 25" latitud norte, 98°
59'8" longitud oeste, clima Bs Kw, precipitacion total anual 624.9 mm, temperatura media
anual 16.3°C. Cuenta con asesoria técnica en el drea de reproduccion, nutricipn y
programa sanitaria (mastitis y reproduccién). '
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Reactivos:

i

. Derivado Proteico Purificado de Mycobacterium avium.

(PRONABIVE).

Derivado Proteico Purificado de Mycobacterium bovis,

(PRONABIVE).

. Placas ELISA recubiertas con anticuerpos contra e! Interferén (IFN) gamma bovino.{con
96 pozos). .

L

o

Control positivo IFN-Gamma bovino liofilizado, en tampotn con estabilizantes proteicos.
Control negativo muestra no reactiva hacia el IFN-Gamma bovino.
Concentrado para lavado (10x) canservado con gentamicina.

N oo s

Conjugado peroxidasa de rabano (HRPO); anticuerpo contra el IFN-Gamma bovino, en
tampdn con estabilizantes proteicos.

8. Concentrado de TMB (tetrametilbencidina).

9. Diluyente para TMB -tampdn citrato-fosfato que contiene agua oxigenada.

10. Solucién de paro -acido fiuorhidrico diluido.

Materiales requeridos ne proporcionados en el juego de prueba IDEXX.

1. Espectrofotometro para placas de 96 pozos, con capacidad para lectura de la
absorbancia a 650 nm.(650 nanometros).

2. Pipetas de precisién de 0.01, 0.10 y 1.0 ml, o pipeteadores de canales multiples.

3.- Puntas de pipetas desechables.

4.- Agua destilada o desionizada.

§.- Tubos vacutainer con heparina sodica en concentracion final de 15 unidades por ml.

6.- Estufa de incubacion.

7.- Rasuradora de pelo para animales.

8.- Jeringas {inglesas) de tuberculina con sus respectivas agujas.
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Prueba de Deteccién de Interfer6n Gamma

Esta prueba se hizo utilizando un producto comercial llamado Mycobacterium bovis
gamma-Interferon Test Kit, Herd Chek, IDEXX, producido en USA. (Juego de prusba para
el Gamma-interferén en respuesta al Mycobacterium bovis). Este es un andlisis por
inmunoabsorcién ligada a enzimas (ELISA), el cual detecta IFN-G bovino en plasmas,
obtenidos de muestras completas de sangre de bovino, previamente estimulas con PPD;

tal y como es descrita en el manual del productor. Se usd sangre heparinizada, obtenida
de cada vaca (SO para ser exactos), con tubos con vacio, en los mismo dias en que se
realiz6 la prueba de IDR con la inoculacion de PPD .

La sangre aobtenida se incubd en placas de 24 pozos, en las 16 horas posteriores a
su recoleccién durante 24 horas a 37°C, dividiéndose cada muestra en tres (1.5 ml en
cada pocillo de la placa de 24 por vaca trabajada), en el primer pocillo con PPD bovis, en
el segundo con PPD aviar esta para identificar reacciones inespecificas al PPD de
Myecobacterium bovis y en el tercero sin PPD {control).

Posteriormente se extrajo el plasma por pipeteo con pipetas de precision, y se
analizd cada una de las 3 muestras para verificar si el IFN-G bovino se encontraba
presente, de la forma siguiente:

Se agregé plasma de cada una de las muestras (100 microlitros) en la placa de
microtitulacién, en diferentes pozos, cada placa esla recublerta con anticuerpos
monoclonales especificos para el IFN-G bovino, posteriormente se incubd la placa a
temperatura ambiente durante 1 hora; aqui, el IFN-G si es que llegase a existir, formé un
complejo con los anticuerpos monoclonales inmovilizados en el recubrimiento.
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Después de incubadas se retir6 el liquido contenido y se desechd, luego se lavé
. cada pozo 4 veces con 300 microlitros de solucion de lavado, posterior al Gltimo lavado s
retiré el liquido y se secé la placa golpeando suave pero firmemente sobre un material

absorbente.

Posterior a ello se adiciono 100 microlitros de conjugado HRPO anticuerpos
monoclonales conira el IFN-G, y se incubd durante 30 minutos a temperatura medio
ambients, estos anticuerpos agregados se unen al IFN-G ligado a los anticuerpos
monaclonales inmdviles del recubrimiento.

Ya pasado el tiempo, se extrajo el liquido contenido y se desechd; se volvieron a
lavar los pozos de las placas 4 veces con 300 microlitros de solucién de lavado, después
del ditimo lavado se extrajo el liguido y se golped la placa suave pero con firmeza sobre
un material absorbente.

" Ya lavada y secada la placa se le agregaron 100 microlitros de sustrato enzimético
(cromégeno llamado tetrametilbencidina més agua oxigenada)a cada pozo, y se incubd

durante 30 minutos a temperatura medio ambiente.

Ya terminada la incubacion se adicionaron 100 microlitros de solucién de parcé~a"'
cada pozo, para detener la reaccion enzimatica que se estaba dando. B g

Por (itimo la placa se leyd en un espectrofotémetro, utilizando un filtro de 650
nandmetros (650 nm) de absorbancia, y usando aire como blanco. :
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Interpretacién de Resultados de la prueba de IFN-G

Para que el andlisis sea valido, la diferencia entre sl promedio de los controles
positivos (CPx) (P-N) debe ser mayor o igual que 0.500, y el promedio de los controles
negativos debe ser menor o igual que 0.250. Si la prueba no es valida, debe sospecharse
que hubo un error en la técnica, y el anélisis debe repetirse.

Determine el valor limite para cada animal. Para hacerlo, agregue 0.100 al valor de
A(650) del tubo 1. La presencia o ausencia del gamma-interferén bovino se determina
mediante la relacién del valor de A(650) del tubo 2 con el valor limile para cada animal. El
valor de A(650) del tubo 1 generalmente se encuentra dentro de (+/-) 0.100 unidades de
absorbancia del promedio para los controles negativos.

De vez en cuando, el valor de A(650) del tubo 1 (control) es elevado, lo cual indica
la presencia de gamma-interfern natural en la sangre. En este caso, se debe tomar una
muestra del animal en una fecha posterior y repetir el analisis. Si el valor de A(650) para
el tubo 2 es menor que el valor limite (tubo 1 + 0.100), la muestra se clasifica como
NEGATIVA para el gamma-interferon bovino.

Si el valor limite de A(650) para el tubo 2 es mayor o igual que el valor limite, la
muestra se clasifica como POSITIVA para el gamma-interferén bovino, el resultado debe
compararse con el resultado para el tubo 3.

Si la relacién =A(850) del tubo 2=/=A(650)= del tubo 3 es mayor que 1.8, debe
considerarse que el animal es preferentemente SENSIBLE al PPD de Mycobacterium
bovis.

Como alternativa, si la relacién =A(650) del tubo 2=/=A(650)= del tubo 3 es menor o

igual que 0.7, debe considerarse que el animal es preferentemente SENSIBLE al PPD de
Mycobacterium avium
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VI RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO
Prueba de IDR y Concordancia de Resultados de Ambas Pruebas (IDR E IFN-G).

Se realizd el calculd de los resultados, obteniendo la diferencia entre la medida
inicial y fa segunda (a las 72 hrs.); para clasificar a los animales utilizados, se hizo uso de
la grafica de interpretacion de esta prueba utilizando el criterio esténdar, elaborado por fa
Campafia Nacional contra la Tuberculosis Bovina en México, por la Direccién de
Camparnas Zoosanitarias {(24,45).

CUADRO 1: Resultados de los 3 lotes de animales, en los cuales se presenta los
fotales de cada lote con sus porcentajes lanto positivos como negatives a la

intradermorreaccion.
LOTE | ANIMALES (+) (%) ANIMALES (-) (%)
A 28 (93.33 %) 2 (6.66 %)
B 17 (56.66 %) 13 (43.33 %)
[o] 12 (40 %) 18 (60 %)

En el cuadro nimero 1 se representan nimericamente, los animales (80 animales)
positivos (+) y negativos (-) y sus equivalencias en porcentajes a la prusba de IDR de los
3 lotes manejados, y de los cuales se dan la informacion o caracleristicas siguientes:

* LOTE A: 30 hembras Holstein-Friesian de 2 6 mas partos y mas de 100 dias de

lactancia.

« LOTE B: 30 hembras Holstein-Friesian de primer parto y més de 100 dias de lactancia.

o LOTE C: 30 hembras Holstein-Friesian de 14 a 16 meses de edad.
Se realizd un conteo do los 90 animales (30 por lote respectivamente) con las
pruebas de IDR e IFN-G, para establecer |a concordancia de los resultados de ambas
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pruebas; y asi establecer un mejor y mas amplio criterio para la eliminacién de animales

tuberculosos.

CUADRO 2: Resultados de los 3 fotes de animales en los cuales se presenta por
separado el nimero de animales que concordaron a ambas pruebas (IDR e IFN-G) tanto

positivos como negativos.

LOTE | NUMERO DE ANIMALES QUE CONCORDARON A LAS PRUEBAS DE IDR
E IFN-G TANTO POSITIVOS (+) COMO NEGATIVOS (-).

A DE 25 ANIMALES = 24 CONCORDARON (+) Y 1 (-)
] DE 18 ANIMALES =5 CONCORDARON (+) Y 13 (-)
C DE 25 ANIMALES =9 CONCORDARON (+) Y 16 (-)

Explicacién de resuitados del cuadro 2

El Lote A cuenta con un 83.33% de concordancia entre los resultados de IDR e IFN-
G. Existe un 3.33% maés de sensibilidad ya que detectd un animal negativo a IDR y de
resultado positivo a IFN-G. Ahora hay un 13.33% de diferencia ya que detectd a 4
ammales como negativos a IFN-G, lo cual nos sugiere que se de la posibilidad de que
estos hayan reaccionado positivamente a IDR por alguna respuesta inmune cruzada,
Evitando el desecho de estos animales; hasta confirmarlos.

En el Lote B se encontrd un 80% de concordancia (18 animales) y un 40% diferentes
entre IDR e IFN-G, los cual nos indica que existen 12 animales como probables falsos
positivos a IDR, ya que !a especificidad da la prueba de IFN-G nos lo reporta como
negativos. Motivo por el cual estos 12 animales no serian causa de desecho bajo el
criterio de la camparia de control y erradicacion de la tuberculosis.

Por Gitimo en el Lote C, en este grupo existe una concordancia de un 83.33% en las
pruebas realizadas {IDR e IFN-G), lo cual nos habla de una sensibilidad en la prueba de
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{FN-G bastante confiable. Ademas contamos con un 10% mads de sensibilidad, ya que nos
detecté a 3 animales negativos a IFN-G y positivos a IDR, los cuales se considerarian
como falsas positivos a IDR. Asi como también nos detecté un 6.66% de falsos negativos

a IDR ya que resultaron positivos a IFN-G.



Resultados: Andlisis Estadistico de x* (ji cuadrada) y Tablas de Contingencia.
Contrastes de significacién:

En la préctica, las frecuencias esperadas se calculan sobre la base de una hipétesis
Ho. Si bajo tal hipétesis el valor calculado para X* dado por (1) 6 (3) es mayor que algun
valor critico (tal como X2 .95 6 X* .99, que son los valores criticos de los niveles de
significacion 0.05 y 0.01 respectivamente), debemos concluir que las frecuencias
observadas difieren "significativamente" de las frecuencias esperadas y rechazaremos Ho
al correspondiente nivel de significacion; en caso contrario, la aceptaremos (0 al menos
no la rechazaremos). Este procedimiento se llama el "test’ o "contraste ji cuadrado” de
hipétesis o significacion.

Hay que hacer constar que las circunstancias en las que X? sea "demasiado préximo
acero", pues es raro que las frecuencias observadas coincidan "demasiado bien" con las
frecuencias esperadas. Para examinar tales situaciones, podemos determinar si el valor
calculado de X2 es menor que X? .05 & X? .01, en cuyo caso hablaremos de decidir que el
acuerdo es "demasiado bueno” al nivel de significacién 0.05 6 0.01, respectivamente.

Se utiliz6 el modelo estadistico de las tablas de contingencia para ji cuadrada (X?), en
este trabajo por permitirnos un mejor andlisis de los resultados obtenidos en las pruebas
de intradermorreaccion y deteccion de interferén-gamma. Ahora se dara conocimiento de -
como estén distribuidos los resultados en las tablas de contingencia y el uso de la férmula
para determinar que hipdtesis de las planteadas ( 3 para ser exacto: dos verdaderas y
una nula) se aceplard segun el resultado final de acuerdo a la ji cuadrada de tablas*
(3.84) y por consiguiente cual no.

Los niimeros o cantidades colocadas en las tablas de contingencia son el resultado
de los siguiente:
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A) Animales que fuerén positivos a las pruebas de intradermorreaccién (IDR) y
deteccién de interferén-gamma (IFN-G) (cuadro superior de la izquierda).

~

B) Animales que fuerdn negativos a las pruebas de IDRy
deteccién de IFN-G (cuadro inferior derecho).

C) Animales que fuerdn positivo-negativo (IDR + \ IFN-G -) o negativo-positivo (IDR
-/ IFN-G +), a las pruebas de intradermorreaccion y deteccion de interferén-gamma

{cuadros superior derecho e inferior izquierdo).
D y E*) Estos nimeros son el resultado de la sumatoria de los cuadrados de ia fabla
de contingencia, tanto horizontal como verticalmente* y después su propia sumatoria nos

da el nimero con el cual iniciamos a aplicar la férmula; la cual es:

Férmula: x? = {0 - Ei)?
Ei
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Ejemplo:
Lote A:

(29) (29) / 35 = 24.02 = (6) (29) / 35 = 4.9
(29) (6) 1 35 = 4.97 = (6) ©)/35= 1.02

(24-24.027 + (5-4.97)7 + (6-497) + (1-1.02)
24.02 497 497 1.02

0.0000166 + 0,000181 + 0,000181 + 0.00039 = 0.00077
Se acepta Ho, el resultado es independiente del tratamiento:
Lote A: X? > X? calculada = Ho.

Lote B: X* > X2 calculada = Ho.
Lote C: X2 < X2 calculada = Hi.

35



CUADRO 3: Cuadro de porcentajes finales individuales de los 3 lotes de animales
trabajados por las pruebas de INR e IFN-G.

DR + FN-G + DR - IFN-G -
Lote A
(Hembras de dos o mds 9333% | 8333% | 666% | 1666%
partos)
Lote B
{Hembras de primer pario) 5666% | 1666% | 43.33% | B83.33%
LoteC ) SR R R
{Hembras de 14 a 16 meses 40% 36.66 % 80% | 6333%
de edad) ' N :

Lote A: Fueron reactoras positivas a tubercuiosis bovina por prueba de IDR en un
93.33% y como negativas el resto (6.66%); estos mismos animales fueron para la prueba
de IFN-G 83.33% positivos y el resto negativos (16.66%).

Lote B: Resultaron positivas a tuberculosis bovina en 56.66% por la prueba de {DR
y negativas el resto (43.33%); con la prueba de IFN-G el 16.66% de estas mismas vacas
dio positivo y las demas negativas (83.33%).

Lote C: Se detectaron como positivas a tuberculosis bovina un 40% por la prueba de IDR

y negativas las restantes (60%); a ta prueba de IFN-G el 36.66% de estas hembras dio
positivo, y negativas las demas (63.33%).
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IEN-G (+)UDR(-)

5 14.3%
IFN-G(+)\IDR(+)
24~ 68.6%
1FN-G(-NIDR(-)
1-29%
IFN-G(-)MOR(+}
5~ 14.3%

Fig. 1 C do laa p do IFN-G e IDR de 30 ani-
males de 2 o més partos.

Lote A: Fueron reactoras positivas a tuberculosis bovina por prueba de IDR enun

93.33% y como negativas el resto (6.66%); estos mismos animales fueron para la prdeba_
de IFN-G 83.33% positivos y el resto negativos (16.66%). ’

37



TFN-G{+IDA(+)
5— 11.5%

IEN-G(-NDRA(+)
12- 20.8%

IFN-G(+)UDR{-}
12— 28.6%

IEN-G(-NMDR()
13- 31.0%

Fig. 2 Concordancia de las pruebas de IFN-G o IDR de 30 animates de 1er. parto,

Lote B: Resultaron positivas a tuberculosis bovina en 56.66% por la prueba de IDR
y negativas el resto (43.33%), con la prueba de IFN-G el 16.66% de estas mismas vacas
dio positivo y las demas negativas (83.33%).
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IFN-G(+)UDR(+)
9 257%

1FN-G(+)\IDR(-)
5— 14.3%
IFN-G(-\IDR(+)
5~ 143% &
IFN-G(-MDR(-)
16~ 45.7%
F1g.3 C: de las pruebas de IFN-G a IDR de 30 an!males de 14 a 16 mases

do edad.
Lote C: Se dstectaron como positivas a tuberculosis bovina un 40% por la prueba de IDR

y negativas las restantes (60%); a la prueba de IFN-G el 36.66% de estas hembras dio
positivo, y negativas las demas (63.33%).
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VIl DISCUSION

La eficiencia para el diagnéstico de tuberculosis bovina se observa acompafiada de
dos riesgos; el primero de ellos es, el no diagnosticar animales tuberculosos y como
segundo al considerar positivos a animales no tuberculosos, en la actualidad ‘su
importancia puede ser menor que la anterior; claro estd que su importancia no debe de
dejarse o considerarse despreciable ya que es predecible su aumento, por lo que estos
dos puntos son antagénicos entre si.(23,48).

Como todos los métodos biolagicos, las reacciones a la tuberculina tienen fallas, en
México el nimero de animales positivos a la IDR es sumamente muy elevado; tomando en
cuenta que de acuerdo a los criterios de la campafia de control y erradicacion de
tuberculosis bovina, estos deben ser sacrificados y se hace evidente la inestabilidad de
dicho criterio.(17).

Se escogi6é trabajar con la prusba de IDR doble comparativa cervical, por que
descrimina o descarta a aquellas infecciones causadas por micobacterias del complejo
avium y atipicas, ademds de que la sensibilidad de la IDR es mayor cuando se aplica en
el cuello en comparacion con la que se aplica en la regidn caudal.(5,11,53).

Un reciente estudio realizado por Wood y colaboradores, la prueba de IFN-G
demostré ser mas sensible y especifica para el diagnéstico de tuberculosis bovina, en
comparacion con la prueba de IDR; ademas hace mencién de que cuando se suman los
resultados de la prueba de IDR y la prueba de IFN-G se obtiene una alta especificidad y
la més alta sensibilidad.(64).

Wood (1991) reporta que la prueba de IFN-G es una prueba con altisima
especificidad de un 96.2% a 98.1% y una sensibilidad entre el 76.8% a 93.6%. En este
trabajo se encontré una especificidad en el Lote A de un 83.33% por lo tanto, si existe una
relacion con los resultados reportados por Wood (1991); en cuanto a la sensibilidad ‘se
encontré que solo el 16.66% nos lo reportan como negativos a IFN-G, siendo posibles
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negativos por reaccién cruzada, un porcentaje de 3.33% de un animal posiblemente falso

negativo o anérgico a la respuesta celular.

En cuanto al Lote B se reporta que tuvo una especificidad del 16.66% por lo que no hay
una relacién con lo reportado por Wood (1991) y la sensibilidad aqui fue de un 83.33%,
“los cuales son dados como negativos a IFN-G, estos resultados podemos manejarlos
como animales anérgicos por la edad y etapa de produccién lechera a la cual van

entrando.

En lo que corresponde al Lote C: se encontré un 36.66% de especificidad por io cual
no hay relacién alguna con lo que reporta Wood (1991), en cuanto a la sensibilidad se dio
un 63.33% que tampoco se reiaciona con la que Wood (1991) reporta.

La razén de la mayor sensibilidad de la prueba de IDR comparandola con |a prueba
de IFN-G, puede deberse a que los valores de corte preestablecidos para esta titima
prueba no sean del todo correctos, debido a que existe un rango bastante amplio que no
esta clasificado, especificamente del 0.7 al 1.8 de densidad Optica.

Es muy comln, que hatos con baja incidencia de tuberculosis resulten en pruebas
posteriores con elevado indice de reactores a la tuberculina (recaidas), esto es posible
debido a que las pruebas no logran detectar animales anérgicos y animales en etapas
tempranas de la enfermedad o con lesiones latentes que pueden convertirse en fuentes
de infeccién en un periodo incierto, que puede ser corto.(10,23,46,49,58).

Animales en etapas tempranas de la enfermedad han sido detectados por la prueba
de IFN-G en otros paises, aqui en este trabajo fué influenciado por lo antes mencionado
edad, manejo zootécnico y produccién lechera.(50).

El problema de los reactores falsos negativos puede ser disminuido por. la
eliminacién de todos los animales que reaccionen a la prueba de tuberculina inicial; en las
pruebas siguientes puede incrementarse el nimero de animales infectados con M.bovis,
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halldndose una respuesta al PPD de M.bovis en poblaciones donde la infeccion persiste;
este criterio es bien aceptado por paises en donde existe un acuerdo con el gobierno para
reembolsar las pérdidas por los animales positivos a la IDR.(1,13,30,54).

Como objetivo primordial de evitar o disminuir en gran medida el sacrificio
innecesario de bovinos, es primordial incluir en los criterios para su desecho, datos como
son condicién general, produccion lactea, edad del animal y nimero de partos entre otras;
evitando con esto el sacrificio de animales sin antecedentes o cuadro clinico de la
tuberculosis, jovenes, en buen estado de carnes, buena produccion o de 1 a 2 partos y
venta al rastro de animales de elevada calidad genética por ser reactores a la tuberculina;
ademas de realizarse otros estudios de apoyo como en este caso del IFN-G.

El control y la erradicacion de la tuberculosis puede lograrse con cualquier pruéba
de diagnodstico, siempre y cuando los criterios implementados por los responsables
directos de la campafia logren persuadir a los ganaderos para que modifiquen se actitud.

Se debera hacer mayor énfasis en la promocién de lineas de investigacién con el fin
de purificar y elaborar antigenos mas especificos, con lo que aumentaria la sensibilidad y
la especificidad de las pruebas y disminuiria el nimero de reactores falsos positivos y por
consiguiente las mermas por desechos; en la elaboracién y aplicacion de vacunas, asf
como el planteamiento y uso de tratamientos.

Cabe hacer mencion que para “aplicar el criterio de erradicacién se tendra que

establecer un seguimiento e inspeccién en rastro de los animales reactores positivos, asi
como la toma y envio de muesiras para buscar el aislamiento.
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Vill CONCLUSIONES

1. - La prueba doble comparativa de tuberculina sigue siendo la prueba in vivo més répida
y de mejores resultados en el diagndstico de la tuberculosis bovina.

2.- La prusba de deteccién del interferon gamma demostré ser til como prueba
complementaria para el diagndstico de tuberculosis bovina, porque disminuye el
ntimero de falsos positivos y negativos.

3. - El ndmero de reactores positivos a ambas pruebas aumenta proporcionalmente a la
edad y/o produccién del animal (vacas).Esto se explica por dos razones: la primera, es
que al existir animales portadores de la enfermedad en el hato, estos la diseminan més
ampliamente; y la segunda, es que todo animal expuesto a un estres merma su
capacidad de defensas, por lo cual la enfermedad se encuentra en un medio propicio
para proliferar.
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