UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

“Evaluacién de la prucba de Inm peroxid
complementario de Ia Tubcerculosis bovina, en explotaciones de

ganado lechero™.

T E ) . S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA
P R E S E N T A:

MA. ADRIANA SOSA CASO

Asesores: MVZ. Gilberto Ochoa G.
QFB. Luis Bojorquez Narvaez

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 1997

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN e

para ¢l diagnéstico



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DED;.SET&D‘OS SUPERIO!EB CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

U. N A, M. .
FACULTAD DEf ESTUDIOS

I8N0 2i5ALAL NAUJONAL SUPERIQRES -CUATTITLAN

ArPNta It ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS
Mo

DR. JAIME KELLER TORRES
DIRECTOR DE LA FES-CUAUTITLAN
PR ESENTE.

AT’ N: Ing. Rafael Rodrigueg r‘%zli‘ 0 DE
[

Jefe del Departasento s e s
Profesionales de la F.E.S. - C.
Con base en el art. 28 del Reglamcontao General oe Examenes. nos

Permitimos cosunicar a usted que revisamos la TESIS:

Evaluacidn de la Prueba de Inmunoperoxidasa para el
diagnSstico complementario de Ia Tuberculosis bovina en

explotaciones de ganado lechero'

Que presenta _12 pasante: Marfia Adriana Sosa Caso
con Numero de cuenta: 7942402-2 para obtener el TITULO de:

MEdica Vererinaria Zootgcnista

Considerando gque dicha tesis reune los requisitos rwcesarios para
ser discutida en el EXAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos
nNuestro VOTO APROBATORIO.

AT ENTAMENTE, .
"FOR M1 FAZA HABLARA ElL. ESPIRITU*

Cuautitian Izcalli, Edo. ce Mex.. a __.__ de julite de 1997
PRESIDENTE MV2Z, Sergio Corté&z y Huecrta .

vOCAL MVZ, Cilberto Ochoa Uribe = =l
SECRETARIO M. en C, Tondtiuh Cruz Sfnchez

PRI MER SUPLEMTE“' en C. Alejandro Martfnez RodrSfguez

SEGUNDO SUPLENTE MVZ. Radl Radillo Rodrfguesn

Vac-oErsvar- o



A la memoria de mis padres Q.E.P.D.
En quienes siempre pienso para
seguir adelante.

A mis hermanas:
Patricia, Gabriela y Enriqueta
Por lo que nos mantiene unidas.



Un agradecimiento muy especial
al QFB. Luis Bojorquez Narvaez por
su orientacidn, apoyo y paciencia para
la realizacion de este trabajo.

Al MVZ. Gilberto Ochoa Uribe por su
valiosa cooperacion en la revision y
asesoria de este trabajo.



INDICE

I. Resumen
I1. Introduccién
IIl. Generalidades

1. Antecedentes

2. Agente Etiolégico

3. Composicién Quimica

4. Compusicién Antigénica

S. Resistencia Ambiental

6. Patogénia

7. Inmunidad

8. Tratamicnto

9. Control

10. Salud Pablica

11. Métodos de Diagnéstico
IV. Objetivos
V. Mazserial y Métodos
VI. Resultados
VII. Discusion
VIII. Conclusiones
IX. Bibliografia

X. Apéndice

L]

& &

10
11

13
14

22
23
32
37
40
42

47



I. RESUMEN-

El cfecto de la Tuberculosis bovina en la economia de los ganaderos y ¢l
son razones fundamecentales para

-

riesgo que represcnta Como zZoonos

establecer programas y proyectos de lucha contra esta enfermedad.
climinacién de

apnostico ¥y Ia

Estos programas, sc¢ basan en el ¢

reactores a la tubcrculina, observindose en algunas ocasiones que los
presentan  lesiones

animales reactores que se envian a rastro no

‘acion y falta de

macroscopicas caracteristicas, lo que provoca desmoti
participacion del ganadero en las campaiias zooasanitarias. En atencién

a  esti situacion, se  plantea In evaluacion  de Ila  técmiea de

Inmunoperoxidasa, como prucha complementaria al diagnéstico de Ia
Tuberculosis bovina, que detecta anticuerpos contra Mycobacreritrs
bovis en sucros de animales enfermos.

Para este estudio se emplearon 375 muestras de sueros de bovinos, que
ar, en base a Ia procedencia y al tipo

se distribuyeron en S grupos al a
dc prucba tuberculinica que se aplico a los animales. Los sueros de los
grupos I, IT ¥ 11T pertenecen a1 200 bovinos que se les practicé 1a prucba
provienen de los cstados de Sonora, Coahuila y Pucbla

caudal ¥
respectivamente, presentando un 55.5% dc reactores. El grupo IV, sc
la prucba doble

formé con 125 sueros de animales sometidos a

comparativa procedentes del estado de Sonora, con una incidencia de
49.6%; finalmente el grupo V, quedé como control negativo empleando
50 sueros dc bovinos ubicados cn Mexicali, Baja California procedentes

de un rancho que cn los ditimos S afios no ha presentado reactores a la



tuberculina, cn estos animales se repitio la prucba doble comparativa,

encontrando 0.0% dc reactores.
Los 375 sueros s¢ sometieron 2 In pruchba de Inmunoperoxidasa (PIP),

empleando microplacas sensibilizadas con PPD bovino modificado, la

reacciéon antigeno - anticuerpo se¢ reveléo con Proteina G - peroxidasa

mino, 9 ethil carbazol. Los sucros

usando como sustrato 3 -

pertenecientes a los grupos, 1, 11y I, presentaron un 27.5% de positivos

¥y los del grupo IV, un 30.4% cn tanto que bos del V, 0.0%.

Veinte bovinos, doce reactores a la prucba caudal del grupo [y ocho del

. ambos procedentes

grupo IV, reactores a Ia prucba doble comparativ

del estado de Sonora, se enviaron a sacrificio para estudios 2 Ly necropsia

¥ obtencion de muestras para histopatologia ¥ bacteriologia.

ticas de tuberculos

De estos, 18 presentaron lesiones caracter

necropsia. Diez fuceron positivos a la prucba histopatologicn, mismos que

resultaron positivos a Ia prucba de inmunoperoxidasa, de estos sc

lograron 9 aislamicntos, de los que se enviaron a tipificar 6 al Instituto
Panamericano de Proteccion en Alimentos ¥y Zoonosis (INPPAZ),
resultando 4 positivos a Mycobacterium bovis 'y 2 a Mycobacterium spp

atipicas

En referencia a los resultados positivos, In prucha de Inmunoperoxidasa
presenté una corrclacion con respecto a la tuberculina caudal de 49.5%
y a Ia doble comparativa de 61.3%. La prucba de inmunoperoxidasa

bilidad del 100% y una especificidad de 90.9 a 100%,

presenta una sens
en animales tuberculosos; por lo que puede usarse como prucba
complementaria a la tuberculina sobre todo en hatos de bovinos

destinados a la produccion de leche, en virtud de que en aguellos que

n



resulten positivoes, aumenta ian probabilidad de encontrar lesiones a Ia
necropsia y sc¢ puede evitar ¢l envio a sacrificio de animales "falsos

positivos u la tuberculina’™ que no sufren la enfermedad y presentan

bucna produccién de leche.

En base a lo anterior se concluye que lu técnica de Inmunopceroxidasa, cs
de utilidad en ¢l dingnédstico complementario de la Tuberculosis Bovina y

pucde llegar a representar una herramicnta atil para el avance de las

campaiias zoosanitarias contra Ia enfermedad.




1. INTRODUCCION

Se han publicado las ventajas que ofrece ¢l uso de prucbas para el diagnostico
de Tuberculosis bovina que detecten anticuerpos circuluntes del tipo 128Gy,
de  anali

s

contra  AMycobacterivum  bovis, cmplecando o téenica

inmunoabsorbente ligado a enzima ELISA (Enzime-linked immunosorbent

assay’), en este sentido la prucba resulta Gtil en hatos donde Ta incidencia de In

enfermedad ha disminuido » aumenta ¢l namero de Falsos positivos a la

tuberculina. Asimismo, se ha demostrado que es una herramienta importante
en la deteccion de animales andrgicos, este fendmeno se¢ presenta en
tuberculosis avanzadas con alto grado de diseminacion debido a que en los
animales se producen titulos elevados de anticuerpos tipo [gGp. La prucba de
ELISA es mcenos sensible en aquellos animales que sufren una infeccion
localizada. de la cual se pueden recuperar en forma natural sin someterlos a

ningin tratamiento. ( 3.7.22).

La baja sensibilidad de la prucba de ELLISA la descarta como prueba de uso en
Campaiias Zoosanitarias. sin embargo. ain cuando no detecta animales

infectados, su alta especificidad (95%%) y su capacidad para identificar una alta
proporcion de bovinos con tuberculosis activa (7-4%) la hacen una herramienta

atil como prueba complementaria a la prucba tubcerculinica para la toma de
decisiones en la climinacion de reactores en hatos lecheros con baja
incidencia ¥ en la deteccidon de animales andrgicos. Aumenta la probabilidad
de observar lesiones caracteristicas en los estudios de necropsia. climinando
asi la incertidumbre de sacrificar animales reactores. no enfermos de

Tuberculosis bovina. con buena produccion lactea. ( 22)



Desafortunadamente la prucba de ELISA presenta desventajas ya que para su
aplicacidén se requicre de personal entrenado y equipo especializado con un
costo aproximado de $50.000.00 pesos disponible anicamente en centros de
Investigacion y algunas Universidades, cuyo objetivo fundamental no es el
diagnédstico. Por tal razon, PRONABIVE (Productora Nacional de Biologicos
Veterinarios) planted la necesidad de contar con una prucba de diagnéstico
complementario a la prucba tuberculinica que coadyuve al avance de las
campailas zoosanitarias contra Ia Tuberculosis bovina, que pueda realizarse en
un alto nimero de laboratorios de diagndstico, con un minimo de inversion en
cuanto a la adquisicion de equipo ¥ capacitacion de personal, aplicando
técnicas de ficil mancjo. con resultados confiables y reproducibles, que
procesen varias mucestras a bajo costo ¥ en corto ticmpo. Como resultado de
este planteamiento se propone ¢l desarrolo » aplicacidn de la Técnica de
Inmunoperoxidasa, empleando como antigeno PPD bovino, cuya ventaja ha
quedado manifiesta en los trabajos que usan la prucba de ELISA. La
aplicacion de esta técnica debe resultar atractiva al ganadero, ya que con una
adecuada orientacion » mancjo de los hatos se Jogra mejorar la productividad

cen las explotaciones y sec avanza en la Campaias Zoosanilarias contra la

Tuberculosis.( 19,22.23)




HI. GENERALIDADES

es una enfermedad que se conoce

1. ANTECEDENTES.- La Tuberculo

desde hace siglos »  fue hasta 1882 cuando Robert Koch aislé ¢l bacilo
tuberculoso humano: Su trabajo sobre este microorganismo constituyd una
impresionante confirmacion de los criterios que ¢l habia senalado como
necesarios para considerar una  bacteria como  agente  ctiologico de una

enfermedad infecciosa. (7)

2. AGENTE ETIOLOGICO .-l.os microorganismos de la tuberculosis que

afectan a Jos mamiferos son Mycobacrerium tuberculosis (¢l principal

causante de 1a tuberculosts humana) M. bovis (Tubcerculosis bovina) » AL

africansm (Tuberculosis humana en Africa wropical). Esta altima especie
N M. bovis.

tiene caracteristicas intermedias entre M. ruberculos

El género Mycobacreritm, csti compuesto de microorganismos

Morfologi
cn forma de baston (micobacterias) que raramente ticne ramificaciones en
condiciones comunes de cultivo, los cuales resultan muy dificiles de tedir para
observarlos en tejidos. Esta caracterizado por su propicdad tintorial dnica de

acido - alcohol resistencia, con ¢l mdétodo de Ziehl Neelsen. Los acidos

micolicos principalmente permiten retener intensamente colorantes badsicos,
como la fucsina fenicada, y resistir la decoloracion con dcidos débiles y

alcohol. (9)

3. COMPOSICION QUIMICA: La caracteristica quimica mas importante
de las micobacterias ¢s su alto contenido en lipidos, con cantidades que

oscilan entre ¢l 20 y 40% de su peso seco. (60% en la pared celular) lo que



explica ¢l cardcter hidréfobo de los microorganismos, que s¢ muestra por una
tendencia a adherirse a los otros durante ¢l crecimiento en medios acuosos y' a
flotar en la superficic a pesar de anadir al medio detergente que facilita la

dispersion. ( 2.7)

La cantidad de lipidos en la pared celular, puede explicar algunas de las

propiedades caracteristicas de las micobacterias, por cjemplo: la relativa

impermeabilidad a los colorantes. la resistencia a la accion letal de los dcidos
¥ la resistencia a 1a accion bactericida de los anticuerpos v el complemento. A
diferencia de la mayor parte de las bacterias patogenas que son acrobias y
anaerobias facultativas, ¢l bacilo tuberculoso es acrobio estricto, ¥ muestra
una sensible preferencia nutricional por los lipidos de la yema de huevo, que
es un constituyente de los medios enriquecidos utilizados para su aislamiento.
en los medios liquidos sintéticos ¢l bacilo crece en grupos adherentes, que
originan la formacion de una pelicula en la superficie, para descontaminar la
muestra, se utiliza un mdétodo de tratamiento de acido alcali, In muestra se
coloca en una solucion antiséptica de hipoclorito de sodio, se transfiere a una
solucion de dcido clorhidrico, se neutraliza con hidroxido de sodio vy se
siecmbra en ¢l medio. El crecimiento es lento, 1anto en medios de cultivo,
como en animales, ¢l tiempo de generacion mas corto observado ¢en medios
enriquecidos es de 12 horas. » ¢l mas largo scria de 36 horas

aproximadamente.( 7.8.9)

4. COMPOSICION ANTIGENICA.-Se han detectado por lo menos 30

antigenos distintos, algunos de estos son especificos de especie.




Los antigenos cspecificos son  identificados  mediante  reacciones  de
aglutinacion y pruebas cutineas en cobayos empleando proteinas parcialmente

purificadas (PPD procedentes de micobacterias distintas).( 12.25)

5. RESISTENCIA AMBIENTAL.- Mycobacterium bovis cs una bacteria

modecradamente resistente al calor. a la desecasidén y a muchos desinfectantes
(las caracteristicas hidrofobas de su  superficie impiden la fijacion vy
penetracion del desinfectante). En suclos dcidos, aumenta la supervivencia del
bacilo. por lo que es beneficioso adicionar cal a estos suelos para incrementar
su alcalinidad. Es destruido por accidon de la luz solar directa, ¥y la resiste
cuando se encuentra rodeado de humedad. En ambientes templados, himedos

v protegidos (sombreados). pucde permanccer viable durante algunas semanas

e incluso meses. Como cjemplo citamos su permanencia en heces hasta 5
meses en invierno, 4 mescs en otoflo y 2

meses en verano. La supervivencia
del bacilo tuberculoso ¢n las heces es de 178 dias. mientras que en la hierba
esta limitada a 49 dias.

6. PATOGENIA.- El principal agentc ctiologico para

los bovinos es
Mycobacterium bovis, cl

bacilo tuberculoso penctra en el organismo
principalmente por via acrogena. la forma clinica y patolégica mas comun es
la tuberculosis pulmonar. El agente causal al penetrar en los pulmones y
multiplicarse, forma un foco primario, que esta acompariado de una lesion
tuberculosa de los ganglios bronquiales del mismo lado, ¥ de esta mancra se
crea el complejo primario. Estas lesiones pueden permanccer latenies o
progresar, de acucrdo con la relacion binomio agente infeccioso-huésped. Si

baja la resistencia del animal frente al bacilo tuberculoso. la infeccion puede




difundirsc a otros drganos por via linfohematica o por los conductos naturales,
con una generalizacion temprana, ( 21 ).

Cuando ¢l sistema inmunocompetente es incapaz de destruir los bacilos. estos
formaran tubérculos en los lugares donde se ubican. Los focos nuevos se
sitdan principalmente en pulmones. rifiones, higado. bazo » en los ganglios
lugar a una

correspondientes.  La  generalizacion  tambidn  puede  dar

21)

La mayoria de las veces, la tuberculos

tuberculosis miliar agud:

tiene un curso cronico y limitado a un

solo drgano, ¢l pulmén. El proceso es lento y puede ser clinicamente
inaparente por largo tiecmpo; incluso cierto ntmero de animales puceden pasar
toda su vida atil sin sintomatologia evidente, pero constituyendo una amenaza

potencial para ¢l resto del hato. Otra forma que se observa con cierta

sin control de la enfermedad, es

frecuencia en animales infectados, en pais
la tuberculosis perlicea, o sea la peritonitis o pleuresia tuberculosa. Se estima
que ¢l 5% de las vacas tuberculosas, sobre todo en casos avanzados, tienen
lesiones decl atero o metritis tuberculosas y que 1-2% presenta mastitis
tuberculosa, esta forma clinica resulta importante no solo desde ¢! punto de
vista de la salud puablica sino tambié¢n como fuente de infeceidon para los
terneros que se amamantan con la leche de modo natural o artificial. En la
tuberculosis adquirida por via bucal, uno de los signos principales consiste en
la tumecfaccidon de los ganglios retrofaringeos. En los terncros. la lesién
primaria sucle ascntarse en los ganglios mesentéricos, sin que esté afectada la
mucosa intestinal. La enfermedad es mas frecuente a medida que avanza Ia
edad del animal, debido al caricter cronico de la misma » al hecho de que con

el transcurso del tiempo hay mais oportunidades de que los animales estén

expuestos a la infeccion. (6,20,21)




La prevalencia de esta es mis alta en vacas lecheras que en animales de carne,

porque su vida ccondmica Otil es mas prolongada, y debido al mayor contacto

abulacion.

al momento del ordeiio, a la estabulacion o semies
Tuberculosis sccundaria o postprimaria: Sucede en animales previamente
sensibilizados. que sufren una segunda  infeccion de origen exogeno o
endégeno. siendo esta Gltima mias trecuente. Despuds de un periodo mayor de
10 dias, sc¢ desarrolla una hipersensibilidad  retardada (tipo V) como
consecuencia de una incapacidad de los macrofagos para la destruccion del

a secrecion de linfocinas a partir

bacilo tuberculoso que produce una exc
de los linfocitos T, respondiendo a una segunda infeccion que con frecuencia
es una reactivacion tardia de un complejo primario. (¢ 2,10)

Estas sustancias ocasionan quimiotaxis (atraccion). proliferacion y activacion
de Jos macrofagos, produciéndose una  reaccion  intflamatoria  »  como
consccuencia de este se produce un tejido de granulacion que presenta un
tejido fibroso periférico » la presencia de linfocitos adyacentes a los vasos
sanguincos. ( 1.2,10)

6.1 Vias de climinacion: LLos bacilos son ¢liminados con mas frecuencia a
través del aire expirado y esputo ¥ por esta razédn los pulmones son los
organos que con mas frecuencia exhiben lesiones tuberculosas. También son
climinados en las heces, leche, orina, descargas vaginales, uterinas, seminales
¥y a partir de nédulos linfiiticos supurantes, en todo caso, lo que depende de la

localizacion de las lesiones.( 24)

7. INMUNIDAD. La respuesta inmune adquirida por infeccidn o
inmunizacién activa. ¢s de tipo celular, mas que humoral. generalmente

estimula la produccion de linfocitos T sensibilizados, especificamente contra



antigenos de la bacterin. A una post exposicion del microorganismo cstas

células proliferan y sccretan linfocinas, las cuales, entre otras propicdades
ticnen Ia  capacidad de activar a los macrofagos. quicnes fagocitan al
este se  reproduce

a las micobacterias mas

Mycobacterium  bovis, pcero intracelularmente. Los
macrofagos de animales tuberculosos destruyen
eficazmente v la especificidad se pierde ya que pueden actuar contria otras

bacterias. como Listeria spp o Brucella spp.  La respuesta inmune humoral
del animal  a la presencia de bacilos tuberculosos, esta indicada por Ia
aparicion de aglutininas, precipitinas, opsoninas y anticuerpos fijadores de
complemento en el suero. Esta nno s marcada y los titulos de anticuerpos son
bajos. La respucesta humoral, no es de mucho interes para la proteccion contra

‘a que la inmunidad mediada por células, es mas eficaz ¥ en

la infeccion,
La

consecuencia mas directa contra cicrtos componentes de Ja bacteria.
reaccion celular amplificada conocida como hipersensibilidad esta asociada
con la proteccidon contra la infeccion.(15,16,17)

La reaccion de hipersensibilidad es lenta » tiene valor en el diagnostico,

ya

que cuando se aplica tuberculina a las 72 horas. se presenta una reaccion
inflamatoria en ¢l sitio de la aplicaciéon que es proporcional al grado de
infeccion o avance de la enfermedad. ( 24,.26)

8. TRATAMIENTO: Desafortunadamente los resultados obtenidos a Ia

fecha, no han justificado el empleo de quimioterapia especifica . como una

forma prictica de erradicar la tuberculosis en el ganado. (21)

9. CONTROL.-En los paises industrializados. la Tuberculosis bovina, esta

erradicada o se encuentra en una fase avanzada de control, mientras que en la




mayoria de los paises e¢n desarrollo Ia situacién no ha mejorado o la
prevalencia se encuentra en aumento. ( 20)

En casi todos los paises de Europa occidental, la prevalencia de la infeccion
bovina ¢s inferior al 0.1%. En ¢l hemisterio occidental. Canada y» los Estados
Unidos de América han reducido lIa taza de infeccion a niveles muy bajos. En
América Latina, solo Cuba y Venezuela tienen prograntas de control de
cobertura nacional. En varios paises de Centro Amdrica y del Caribe, la tasa
de infeccidon es muy baja. las tazas miis altas de infeccion se encuentran en
Ias cuencas lecheras, alrededor de las grandes ciudades de América del Sur.
La Tuberculosis bovina ¢s importante no solo porque constituye una fuente de
infeccion humana, sino también por las pérdidas cconomicas que ocasiona. En
por M. boviv radica en la

el hombre. la prevencion de la infeccion

pasteurizacion de la leche y en fa vacunacion con BCG, asi como en ¢l control
bovina, Las campanas de erradicacion se

y erradicacion de la Tuberculo
basan sobre todo ¢n la realizacion de prucbas tuberculinicas repetidas, hasta

eliminar por completo los animales infectados de un rebaito (1 5.20,21)

Aunque ¢l factor determinante del inicio de los programas de control de la
tuberculosis bovina fue un impacto sobre la salud poablica, su importancia
econédmica ha sido bien demostrada, ya que produce pédrdidas directas. tanto

en ganado lechero como en ganado de carne. ( 243 )

Los programas de¢ control y erradicacion de la Tuberculosis bovina en los

basaron en el empleo de una herramicenta

paises desarroliados, se
de Koch", que usaron para el

fundamental: la tuberculina "vicj
diagnéstico, basandose en cl seguimiento y climinacidon de reactores, esta

herramienta se reemplazd por el Derivado Proteico Purificado (PPD),



ganando sensibilidad y especificidad en ¢l diagnéstico, y a su vez, esta prucba

tuberculinica  incremento la especificidad mediante ¢l empleo de los PPDs

bovino ¥ aviar ¢n la prueba Cervical Doble Comparativa. ( 6)

Muchos paises del mundo en desarrollo se pluntean actualmente controlar y

erradicar la tuberculosis bovina. simultincamente con acciones contra otras

enfermedades del ganado que constituyen una traba para ¢l desarrolio de su
Esto sucede en una ctapa historica en la que la tecnologia puede

ganaderia.
avance

mdétodos de control. En México sce alcanzo un
Ia creacion de la CANETB (Campana Nacional para la
SAGAR

proveer nuevos
importante con
Erradicacion de la Tuberculosis bovina v Brucelosis), creado por la
(Secretaria de Agricultura Ganaderia y Desarvollo Rural)  la cuil contempla
en sus distintas fases muestrear el 100%6 de ganado en el territorio nacional en
un peridédo de cinco aijos, instrumentar Comitds de Campana en cada entidad;
consolidar el sistema de vigilancia, inspeccion »  diagndstico (con la
implementacion » refuerzo de laboratorios de diagnodstico especializado,
estaciones cuarentenarias y casetas de inspeccion y verificacion). A raiz de
reuniones entre autoridades y productores para abordar ¢l problema de la

Tuberculosis, varios estados han declarado de interés publico las camparnias
para atacar las referidas enfermedades, lo cual ha reforzado que las campaiias

sean obligatorias y permanentes.(5,6.9.21,24)

10. SALUD PUBLICA: Al hablar de la tuberculosis humana de origen
animal, la identificamos con la producida por AMycobacteritm tuberciulosis,

sin dejar de considerar la ocasionada por AMycobacteritm bovis. (19 )




Aunque la transmision interhumana es posible s¢ considera excepcional. Por
¢l contrario. esta probada la preponderante intervencion de fas fuentes
animales en el contagio det hombre, la via de infeecion depende de los habitos
alimenticios . de higicene y de la ocupacion profesional con leche cruda y de
que no toda la que se consume es higicnizada. La ingestion de leche
contaminada constituye una tuente de infeccion para ¢l hombre. Esta via de
eliminacién ¢s de especial peligro para ¢l hombre. ya que puede existir
climinacion del bacilo sin que exista alteracion en el aspecto externo de la
leche. (21)

En zonas de América Latina donde la leche se consume hervida, esta via de
infeccion ha sido restringida: no obstante. si la prevalencia de la wuberculosis
en el ganado bovino de la zona es elevada, la infeccion humana persiste como
consecuencia de la preparacion de subproductos (crema, mantequilla. queso
etc.) con leche cruda y de que no toda la que se consume es higicnizada.

Ademas en estas arcas Ia via aerogena es predominante.( 2,10.19.21.24)

11. METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS BOVI]

A

Los métodos dc diagnostico pueden ser directos o indirectos. Los primeros
son los que determinan la presencia del agente etiologico en el organismo de
sus componentes o productos derivados a través de la bacteriologia y la
histopatologia. Los indirectos por medio de Pruebas Inmunoldgicas, por

ejemplo: la prucba intradérmica, la prucba de gamma interferén (IFN ) o las



prucbas scrolégicas aplicando las técnicas de ELISA o Inmunopcroxidasa
entre otras. (5,13.14)

.

11.1 METODOS DIRECTOS:
11.1.1 Diagnastico Bacteriologico:

Es nccesario sumergir t¢jidos en solucion saturada de borato de sodio. esta

solucién inhibe el crecimicnto de microorganismos contaminados y preserva
la viabilidad de las micobacterias, si se trata de ganglios aparentemente
afectados. se deberdn enviar completos sin grasa y si se trata de otro tejido se
debera scleccionar la posible lesion enviando muestras de aproximadamente
1.0 cm3. El tiempo maximo que podra permanceer el tejido en la solucion de
borato de sodio e¢s de 4 semanas ya que en estas condiciones con el tiempo se

va perdiendo la viabilidad de las micobacterias.

e Por obscrvacion directa. mediante la tincion de Zichl Neelsen para
microorganismos acido - alcohol resistente en frotis realizados con el
material sospechoso. En caso de ser una muestra positiva, con esta tincion
se observaran bacilos tefiidos de color rojo. Puede utilizarse microscopia
de fluorescencia, mediante la tincidn con auramina - rodamina o

auramina-fenol que tifien a la bacteria de color verde limon brillante.

- Por cultivo bacteriolégico, aislamiento ¢ identificacion de
Mycobacterium, através de la siembra de material sospechoso en medios
de cultivo especiales como Stonebrink y Lowenstein Jensen obteniendo

el crecimicnto de 30 a 45 dias aproximadamente.



11.1.2 Diagnéstico histopatologico:

Las muestras con lesiones sugestivas a tuberculosis, deberdan fijarse con

solucién amortiguada de formol al 10.0 %, ¢l tamafio de las mismas deberd

ser de aproximadamente 1.0 em3 y ¢n una proporcién de una parte de tejido y
nueve de formol.

Se debera utilizar la tincion hematoxilina-cosina. Esta técnica permite

identificar cualquier cambio morfolégico de los

presencia de granulomas.

tejidos, asi como la

Mediante 1a tincidn de Zichl Neelsen en frotis realizados con el material
sospechoso.( 1.6.19)

11.2 METODOS INDIRECTOS:

Estos determinan la respuesta del huésped al agente etiologico. Esta respuesta
pucde ser humoral (produccion de anticuerpos circulantes), o celular, tal como
1a alergia tuberculinica o la liberacion de gamma interferén por parte de los
linfocitos en presencia de tuberculina. ( 6)

11.2.1 Prucba intradérmica, con ¢l empleo de la tuberculina tipo derivado
proteinico purificado (PPD). La reaccion es especifica mediada por células. Se
desarrolla en dos ctapas. los linfocitos T circulantes sensibilizados, encuentran
primero al antigeno inyectado, y responden haciendo que las células cebadas

vecinas se degranulen y liberen factores vasoactivos como la serotonina. (21 )



El aumento en la permeabilidad y la apertura de los espacios entre las células
endoteliales de los capilares permiten que mas linfocitos T emigren desde la
sangre al interior de los tejidos. En la segunda etapa de la reaccién, estos
linfocitos T que emigraron encuentran a los antigenos que les presentan las

células de Langerhans: se dividen, diferencian y liberan linfocinas. Los

macréfagos se acumulan en el lugar. debido a Ia liberacion de factores

quimiotacticos. su migraciéon s¢ inhibe por la accion de factores inhibidores.
La reaccién alcanza su maixima intensidad entre 24 y 72 horas después de la
inyeccion ¥  pucde persistir . durante varias  semanas v desaparecer
graduaimente. En las reacciones muy graves, pucde aparecer necrosis en el

lugar de la reaccion. (1)

El método de prucba tuberculinica no debe considerarse como anica prueba
en la vigilancia epizootiologica.El desarrollo tecnolégico aporta actualmente
nuevas posibilidades al diagnéstico, que deben tenerse en cuenta y evaluar su

utilidad en cada situacién concreta. (6 )

Actualmente se hallan en la ctapa experimental o de evaluacion, algunas
pruebas in vitro que podrian, una vez determinada su eficacia ¥ operatividad
en condiciones de campo, emplearse como prucbas complementarias a la
tuberculinica, ya sca para vigilancia epizootiolégica o para confirmacion

diagnéstica. (6)
El uso de pruebas "en serie” aumenta la especificidad final del diagnéstico al
ir seleccionando cada prueba a una poblacién con mayor prevalencia que la

anterior.(1,6,21)



Por lo tanto, contar con una "bateria” de prucbas diagnésticas, utilizadas con

buen criterio pucede resultar muy beneficos para los programas de control.
11.2.2..Las pruebas in virro propucstas actualmente son:

A.~Una prucba simple de "coagulacion de sangre e¢n presencia de
glutaraldehido', en la que ¢l tiempo de coagulacion es menor cuando
mayor ¢s la concentracion de inmunoglobulinas y fibrindgeno. De esta

prucba existe aan muy escasa informacion sobre su eficacia.( 19 )

Los niveles elevados de 1gG circulantes anti-Afycobacterium, tienen
aparentemente  buena  correlaciéon  con la presencia  de  lesiones
tuberculosas importantes ¥ la existencia, por lo tanto, de gran cantidad de
antigeno bacilar ¢n ¢l organismo. Los mdétodos que se basan en esta
deteccion tienden a diagnosticar la enfermedad v no la infeccion con
lesiones minimas. Esto tendria aplicacion en situaciones de prevalencia
media o clevada, con gran difusion. donde en una primera ctapa se
podrian climinar los animales con entermedad avanzada, que son la

principal fuente de infeccion en ¢l hato.(12.14,19.22).

B.-Determinaciéon de gamma interferén, libecrado por los linfocitos en

presencia de antigenos micobacterianos, recientemente perfeccionada
mediante ¢l empleo de anticuerpos monoclonales, es un método in vitro
que correlaciona muy bien con la infeccion tuberculosa. Las ventajas de
estas prucbas con respecto a la tuberculinica son especialmente operativas

¥ sobre ¢sa base ha sido adoptada en Australia. ( 3.20)




Los animales que han sido expuestos al Mycobacteriurm bovis, que han
contraido una infeccidn tiene linfocitos T en la sangre sensibilizados a los
antigenos micobacterianos que se encuentran en ¢l derivado de la proteina
purificada (PPD) del M. povis. En los animales infectados, se observa una
respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) in vivo, después de la
administracion de una inyeccion subcutanea del PPD del M. baovis. Esta

respuesta DTH puede simularse in vitro si se exponen los linfocitos de los

bovinos infectados al PPD de ML bovis. En respuesta a esta exposicion,
los linfocitos T sensibilizados producen gamma interferon. que puede

IFN bovino. Los linfocitos provenientes de

detectarse con la prueba de
animales que no han estado expuestas a estos antigenos no producen
interferon se

gamma interferéon. Por lo tanto, la deteccidon de gamma

correlaciona con una exposicion al AL boviy.

Los resultados alcanzados detectan desde una infeccién incipiente hasta
una tuberculosis activa, pero al igual que la prucba tuberculinica. no
detectan un cierto porcentaje de animales enfermos, los andérgicos con
tuberculosis diseminada. Estos mdétodos iz vitro de deteccion de respuesta
celular, ticnen las mismas indicaciones que la prucba tuberculinica en un
programa de erradicacion.  Pueden  presentar  sobre  ella ventajas
operacionales, ya que se realizan sobre una muestra de sangre, no
requicren doble movilizacion ¥ no interfieren con prucbas posteriores en

¢l animal. (3.11.20)



TECNICA DE INMUNOPEROXIDASA:

C.-Las técnicas inmunocnzimisiticas:

ELISA : ( Enzyme-Linked inmunosorbent Assay) sc fundamentan cn cl

uso de antigenos o anticuerpos marcados con una ¢nzima de forma que
los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica como

enzimitica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo)

marcado con  una  enzima ¢ insolubilizado  sobre  un

soporte
(inmunoadsorbente). 1a reaccion

antigeno  anticuerpo  quedara
inmovilizada » por tanto, podra ser facilmente revelada mediante la
adicion de un sustrato especifico que al actuar en la enzima. producira un
color observable a simple vis

a o cuantificable mediante ¢l uso de un
espectrofotdémetro o colorimetro.

Los CnZyOs inmunoc

imaticos  se
caracterizan de alta especificidad y baja sensibilidad para detectar i
enfermedad tuberculosa. Detecta la presencia de inmunoglobulinas del

tipo 1gGy bovina. contra Micobacterias (respucsta inmune humoral) v,

sus resultados positivos, se correlacionan con la presencia de lesiones
tuberculosas microscopicas (enfermedad), pero no detectan infeccidn
incipiente, debido a su baja sensibilidad. Por tanto pueden aplicarse
selectivamente para disminuir 1a prevalencia de tuberculosis en ganado

lechero o estabulado. mediante la deteccion vy eliminacion de los
animales enfermos. (.23).

L.a prueba indirecta de
cn la  Productora Nacional de
Biologicos Veterinarios. esta sustentada cn los principios basicos de la
prucba de ELISA (ensayo

inmunoperoxidasa  implementada

inmunoenzimatico).L.as  técnicas de
inmunoperoxidasa son basadas en el uso de la enzima peroxidasa (aislada
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de la raiz de rabano) como marcador para demostrar antigenos o
anticuerpos a los niveles celulares o subcelulares, estos métodos fueron
originalmente propucstos por Avramcas (1969) y Nakane y Picrce
(1966).

Esta se desarrolla directamente sobre microplacas de 96 pozos sensibilizadas

con antigenos AMycobaterium bo que detectan [gG, - Se  les aplica

sueros en prucba, controles positivos y negativos  y  la  reaccién
antigeno- inmunoglobulina se revela por la adicion de la proteina G
conjugada con peroxidasa sec fija la porcion Fe de los anticuerpos y la
reaccién enzimaitica es evidente, al afadirse el sustrato que degradado
por la enzima activa al indicador que tifie de mancera caracteristica a los

pozos contenidos de suero procedente de bovinos infectados (positivos).

La reaccidon quimica de la enzima peroxidasa sobre el sustrato da como
resultado una molécula de agua y una de hidrogeno y al anadir el

cromogeno este cede un clectron, lo que provoca que la reaccion sea mas

intensa y se hace aparente con cl viraje del color.

La prueba es cualitativa y de acuerdo a sus caracteristicas de sensibilidad y
especificidad es una opcidn relevante para secleccionar rapida y
eficazmente sucros positivos y negativos a Acs especificos contra
Mycobacterium bovis (3,16.18,22.23)

- . 4 e



IV. OBJETIVOS

Evaluar la Técnica de inmunoperoxidasa como prucba complementaria a la
tuberculinica, aplicada al diagndstico seroldgico de la Tuberculosis bovina,
bajo el principio de ficil mangjo y costo minimo, de tal forma que coadyuve a
mejorar la toma de decisiones para enviar a rastro animales reactores

provenientes de explotaciones lecheras y para la deteccion de animales
t

anérgicos a la prucba intradérmica.




V. MATERIAL Y METODOS

Esta es una prueba realizada en la Productora Nacional de Biolégicos

Veterinarios (PRONABIVE) en la cual se utilizd lo siguiente:

1. MATERIAL:

A) Microplacas

e Microplacas dc poliestireno Costar de 96 pozos de fondo plano
B) Micropipetas:

e Micropipetas con graduacién de 10 a 150 microlitros.

e Micropipetas multiples de 8 canales con graduacion variable de 20 a 200

microlitros.
C) Antigeno:

e  Antigeno de Mjycobacterium bovis (PPD bovino modificado) el cual se

obtuvo de PRONABIVE.
D) Soluciones:
e Solucién de lavado, 5X (Ver apéndice 1).

*  Solucién diluyente, 5X (Ver apéndice 1).



E) Conjugado:
e Proteina G - peroxidasa (Ver apéndice 1).

F) Sustrato o Indicador:

. 3 amino 9 ecthil carbazol. (AEC) (Sygma Inmunotes No.5 1991

Inmunoperoxidase Substrates }(Ver apéndice 1).

G) Sueros:

e Sueros control: positivo y negativo anti M. bovis proporcionados por

PRONABIVE

e 50 muestras de sucro de origen bovino de hatos libres de tuberculosis

bovina.

e 325 muestras de sucro de origen bovino de hatos con incidencia de
tuberculosis bovina, que se distribuyeron en cinco grupos al azar, en base
a la procedencia y al tipo de prueba tuberculinica que se aplicé a los

animales
En el cuadro No.1 aparece la distribucién de estos grupos:
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Cuadro N“ 1

Procedencia de mucestras de sucro y tipo de prucba tuberculinica
aplicada.
Estado Pba. raza. explotacion muestras positivos | negativos
(grupo) aplicada.
Sonora caudal Charolais carne 123 34 89
m
Coahuila caudal Holstein leche 45 45 0
an
Pucbla caudal Holstein leche 32 32 0]
(D
Subtotal caudal 200 111 89
Sonora doble Holstein leche 128 62 63
av)
B. Cal. doble Holstein leche 50 0 50
wv*
subtotal doble 175 62 113
I Total caudal/doble ] l 378 [ l73] 202

-

Control negativo, con mas

tuberculina en el hato.

de 5 ainos de no presentar reactores a Ia

Los sueros de los grupos 1, Il y [1] pertenecen a 200 bovinos que se les

practicé la prueba caudal provenientes de los estados de Sonora, Coahuila y
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Puebla respectivamente, presentando un 55.5% de reactores. El grupo 1V, se
formé con 125 sueros dec animales sometidos a la prucba cervical doble
comparativa procedentes del estado de Sonora, con una incidencia de 49.6%:
finalmente ¢!l grupo V, queddé como control negativo empleando 50 sueros de
bovinos ubicados en Mexicali, Baja California procedentes de un rancho que
en los tltimos 5 ailos no ha presentado reactores a la tuberculina, en estos
animales se repitié la prueba doble comparativa, encontrando 0.0% dc

reactores.( 3,12.23)

2. METODOS

Los 375 sueros se someticron a la prueba de Inmunoperoxidasa (PIP).

A continuacién se describe la técnica usada
Se emplearon las microplacas de fondo plano previamente sensibilizadas con
el antigeno , My cobacterium bovis (PPD bovino modificado PRONABIVE)

distribuyéndolo como se indica en la Figura 1.




Figura 1

Microplaca de fondo plano sensibilizada

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al O | PO | N | IO | RPN | N | B | AP | I
B.._.._.._.J._
IEEEEEEaAREEE
o
I EEAEEAERNE
IR EEREERENENE
shh-w-mw-w-nw-w-uw-nr-r-n-n0-1.
Hit~H~u-4u~0~10-4d4~"H~H_nH~ "~ -

* Pozos contenidos de antigeno de My cobacteriumn bovis

(Columnas 1,2,4,5,7,8,10,11)
- Pozos contenidos de diluyente, sin antigeno

(Columnas 3,6,9,12)



Desarrollo de Ia Prucbha Indirecta de inmunoperoxidasa:

1.

Lavar las placas con solucion de lavado. (ver apéndice 1) cuidando que
todos los pozos se saturen con dicha solucién, secarlas, primero
eliminando la soluciéon de lavado y enseguida escurriendola cuantas veces
sea necesario sobre una gasa limpia.

Adicionar S0 microlitros de solucién diluyente en cada uno del total de
los pozos. N

A continuacion se agregan 50 microlitros del suero control positivo de
Mycobacterium bovis cn cada uno de los siguicntes pozos Al, A2 ¥ A3
en tanto que los controles negativos se adicionan en los pozos B1, B2, B3.
Se distribuye ¢l mismo volumen de los sucros problema sin diluir, en el

resto de los pozos, por ¢jemplo:
Problema 1, adicionar en los pozos C1, C2 y C3.

Problema 2, Adicionar en los pozos DI, D2 y D3 y asi sucesivamente

hasta completar el Gltimo problema e¢n los pozos, H10, H11 y» HI12.

Una vez que se coloco el total de sueros en la Microplaca, esta se incubaa

37©C, por espacio de 60 minutos,
Lavar las placas como se indica en el punto nimero 1.

Distribuir 50 microlitros de proteina G - peroxidasa. en cada uno del total

de los pozos. La microplaca se incuba a 379C, por espacio de 60 minutos.



Repetir el paso del inciso namero 1 y 6.

Adicionar 50 microlitros de 3 amino 9 cthil carbazol sustrato (AEC)
(previamente preparado), en cada uno del total de los pozos. La
microplaca se incuba a 379C, por espacio de 20 a 30 minutos, hasta que
aparczca un color café rojizo en los pozos que conticne antigeno, donde se
coloco ¢l sucro control positivo (Al y A2). el pozo A3 permancce igual

ue los Bl, B2 y B3 del sucro control negativo, ver adelante (3,13,13 )
q ¥ £

INTERPRETACION:

Para que la prueba sea valida los pozos (B1l, B2 ¥ B3) del sucro control
negativo permaneceran sin cambio ( color rosa tenuc).

Los sueros problema que presenten color café rojizo se consideran
positivos. Aquellos que presenten ¢l mismo color en ¢l pozo que no
conticne antigeno (columnas: 3. 6, 9 ¥ 12). se considera que presentan
reaccion inespecifica ¥y se repetira el muestreo y pruecba. De la misma
manera aquellos sueros que presenten tanto reacciéon positiva como

negativa para la misma muestra deberan repetirse.




No. 2 se muestra una placa sensibilizada, contemiendo el

En la figura

diluyente  sin antigeno  en las
en las columnas (2.3, 5089 11.12) Se distribuyeron

colmmnas (1.-4,7.10) v el antigeno

Alveobacterium bovis
cuatro sueros (31125 3605373) como e explica en i tecimca

Hubo reaccion positiva de o suceos o310y 373 ) de amimnades enfenmos, en las
columnas (2.3 v 1.2 del toral de ffas oA <2 1 donde Tos porzos se observan

de color café ropro » al centro o de fos suctos (325 v 36S5) de anndes
en bas cofummas

SANOs Con reiaccion negsthina, los pozos penmanceeen sm color

5,6,y 8,9 de las filas (A = 11)

FIGURA No. 2

Sucros No.



De los animales de los grupos | y 1V, ¢l Comité para la Erradicacién de la
Tuberculosis Bovina y Brucelosis del Estado de Sonora, envio a sacrificio
veinte bovinos, doce reactores a la prueba caudal del grupo 1 y ocho, del
grupo 1V reactores a la prueba doble comparativa, con ¢l objeto de realizar

estudios a la necropsia. histopatologia y bacteriologia. (3,13,15)

Aislamicntos de Mycobacterium spp de 6 animales, se enviaron al Instituto
Panamericano de Proteccién en Alimentos y Zoonosis (INPPAZ), para su
tipificacion. (ver Apéndice No.3)

En base a los resultados de histopatologia y aislamiento bacteriologico se
determind la sensibilidad y especificidad de la prucba de inmunoperoxidasa,
asi como ¢l valor predictivo de la prucba para animales positivos y negativos
enfermos y sanos de tuberculosis bovina, respectivamente: aplicando la

técnica de Tomas, K. (13, 25,26), cn ¢l apéndice 2, se¢ muestran los cilculos.
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Vi. RESULTADOS

En ¢l cuadro niimero 2 se presentan los resultados obtenidos con las muestras
de sucros sometidos a la prucba de Inmunoperoxidasa, donde se observa que
el grupo 1 (Sonora) i1 (Coahuila) y 111 (Puebla), presentaron 30, 20 vy 5.
positivos respectivamente. En suma en estos grupos s¢ observaron 55 sueros
positivos que cquivalen a un 27.5%.

Los sueros de los animales del grupo 1V (Sonora) presentaron 38 positivos

quc corresponde al 30.4%. Los sueros del grupo V (Baja California).

considerados como control negativo no mostraron reaccion positiva,

En el cuadro 3, aparecen los resultados de los 20 bovinos sacrificados donde
se observa quu de estos. 18 presentaron lesiones caracteristicas de tuberculosis
a la necropsia. Diez fucron positivos a la prucba histopatologica, mismos que
resultaron positivos a la prucba de inmunoperoxidasa, de estos se obtuvicron 9
aislamientos, de los que se enviaron 6 a tipificar al INPPAZ, los 3 restantes no

se enviaron por presentar contaminacion. Se espera purificarlos para efectuar
una adecuada identificacion.

De las 6 muestras resultaron 4 positivos a Mycobacterium bovis y 2 a

Mycobacterium spp atipicas. En cl cuadro N° 3, aparcce un resumen de los

resultados previamente descritos, de las  prucbas tuberculinica ¢

Inmunoperoxidasa, asi como, de las lecsiones a la necropsia y prucbas de

histopatologia y bacteriologia. e¢n ¢l apéndice 3 se ancxan los resultados del
INPPAZ.




Con respecto a los resultados de histopatologia la prucba presenté una
sensibilidad y especificidad de 100%, en tanto que con relacion al aislamiento
bacteriolégico la sensibilidad corresponde a 100% y Ia especificidad de
90.9%. El valor predictivo en animales enfermos de tuberculosis bovina es de
90.9 a 100%. micntras que cn animales sanos s de 100%. En ¢l cuadro N° 4
s¢ observan estos resultados y en el apéndice 2, los calculos segan la técnica

de Tomas, K. (13)
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Cuadro N® 2.
Resultados de la prucba de Inmunoperoxidasa.

Estado (grupo) N*® de muestras positivos negativos
Sonora [$)) 123 30 93
Coahuila A5 45 20 25
' Puebia  (IIl) 32 3 37
subtotal 200 55 148
Sonora (IV) 125 38 87
B. Cal. (V) S0 1) 50
subtotal 178 38 137

’ Total ] 3751 93[ 282}
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CuadroN°3.
Comparacion de resultados entre las pruebas de tuberculina, inmunoperoxidasa, las lesiones a la

necropsia y las pruebas de histopatologia y bacteriologia.

grupo | animales | tuberculina Inmuno- lesiones | histopatologia | bacteriologia
sacrificados peroxidasa

+ - + - + - + - + -

| 2 1 } 4 8§ 12 0 4 L 9

1 T n : N r N N N v N N

W 3 ? : . v N N N y N .

R § 10 6] 2 6] 2162 o2
v * * [] * . * * * *

totales 0 19 1 10 10 18 2 10 10 9 }]

*  No se enviaron animales 2 rastro,

** No se enviaron a tipificar.
4% Se envizron 6 muestras a tipificar al INPPAZ, resultando 4 positivas 8 Mycobacterium bovis y 2 a

Mycobacterias atipicas,
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CUADRO No. 4.

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y VALOR PREDICTIVO DE LA
PRUEBA DE

INMUNOPEROXIDASA.

Con respecto a:

Sensibilidad.

Especificidad.

V. P

POSITIVOS. *

V. P,

NEGATIVOS.~

HISTOPATOLOGIA. 100% 100% 100% 100°%
AISLAMIENTO 100% 90.9% 90% 100%
BACTERIOLOGICO.

* V.P.= VALOR PREDICTIVO.
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ViI. DISCUSION

La prucba intradérmica (tuberculina). es la principal herramienta cn el

diagndstico de la Tuberculosis bovina y por ende en las campafas
zoosanitarias contra la enfermedad. sin embargo, presenta algunas limitantes
sobre todo en hatos donde la incidencia es baja, ya que cuando se envian
animales a sacrificio no se¢ encuentran lesiones a la necropsia interpretandose
como falsos positivos a la prueba de tuberculina esto se debe principalmente a
la elevada sensibilidad de la prucba que no distingue entre animales sanos

expucestos al Mycobacterium bovis que desarrollan una bucena respucesta

inmune y por lo tanto no presentan Iesiones. Por otra parte animales
susceptibles que manifiestan baja inmunidad, presentan la enfermedad con
lesiones caracteristicas. En este estudio la prueba intradérmica, se comporté
conforme a lo anterior en la aplicacion de la téenica anocaudal y en 1a doble

comparativa sc¢  observa una mayor sensibilidad. (ver cuadro N° 3).
Subrayandose que la prucba intradérmica detecta la respucsta inmunoldgica

dec animales enfermos y animales sanos que estuvieron expuestos al M. bovis.

En referencia a los resultados positivos (Cuadro No.2) de la prucba de
Inmunoperoxidasa con respecto a la tuberculina caudal se observa una

correlacion de 49.5% y a la doble comparativa de 61.3%, lo que indica una
menor scnsibilidad de esta prucba para detectar animales expuestos al
My cobacterium bovis. Sin ecmbargo, presenta una sensibilidad y especificidad
aceptables para diagnosticar animales enfermos (Ver cuadro 4).

La tuberculosis en los bovinos sugiere un comportamiento analogo al descrito

por Mossman T, Scott P y Yamamura M: encontraron que la respuesta
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inmune cclular contra tuberculosis (tipo Thi) ¢s orientada a 1a proteccién de
los individuos expucestos y estos no desarrotian la enfermedad y por lo tanto
tampoco signos caracteristicos: en tanto que aquellos individuos que inducen
una respucsta humoral (tipo Th2). no confieren proteccion como resultado de
una ineficiente activacion de los macrofagos. (4 )

La respuesta inmunitaria cclular, tipo Thl, se caracteriza porque las células
que intervienen producen: interleucina 2. gamma interferén IFN y factor de
necrosis tumoral, este Glitimo en conjunto con los macrofagos activados
participan ¢n la inflamacion local que se induce con la aplicacion de la
tuberculina a animales inmunes, ya sea que se encuentren sanos o enfermos.
)

Por otro lado. la respuesta humoral tipo Th2, se caracteriza porque las células
que participan producen interleucinas 4. 5. 6 y 10; v los individuos
gencralmente sufren la enfermedad.  produciendo  titulos clevados  de
anticuerpos contra ¢l bacilo tuberculoso. En este sentido ¢s recomendable la
aplicacién de técnicas scrolégicas para el diagnoéstico de tuberculosis en
individuos enfermos y diferenciarlos de aquellos que estuvieron expuestos al
bacilo tuberculoso y desarrollaron un respuesta inmunce que los hace reactores
a la tuberculina o gamma interferéon, que estan protegidos y no sufren la
enfermedad. (4)

Las prucbas inmunoenzimaticas. como Ia de ELISA han mostrado su utilidad
para el diagnodstico serologico de bovinos tuberculosos (22), sin embargo en
las condiciones de paises en desarrolio resulta con desventajas ya que para su
aplicacién se¢ requicrec de  personal altamente calificado, y equipo
especializado (lector de ELISA) con un costo elevado, contra las ventajas que
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ofrecen otras prucbas en este caso In de Inmunoperoxidasa, que no requicre de
personal capocitado y equipo especializado que permite leer las reacciones ¢
interpretar los resultados directamente.(3,14,18,22

Considerando que la técnica de Inmunoperoxidasa (PIP) en e¢ste estudio
presentd una buena sensibilidad y especificidad, asi como, un elevado
porcentaje del valor predictivo para detectar animales enfermos y sanos (Ver
cuadro 4), ¢s recomendable su uso como complemento a la prucba
intradérmica (tuberculina), sobre todo. en hatos de bovinos destinados a ia
produccidén de leche, en virtud de que en los animales que resulten positivos a
la PIP, presentan una deficiente respucsta inmune y son mas susceptibles a la
tuberculosis, por lo que aumenta la probabilidad de observar lesiones
caracteristicas a la necropsia. En tanto, que los reactores a la tuberculina, que
resulten negativos a la PIP y que presenten un buen promedio de produccion
de leche, seguramente se encuentran protegidos y no padecen la enfermedad,
por lo tanto, para cvitar ¢l sacrificio de ‘“‘reactores, falsos positivos a la

tuberculina” no deberan enviarse a sacrificio al rastro.(3,14))
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VIil. CONCLUSION

Se concluye que Ia técnica de Inmunoperoxidasa, presenta bucna sensibilidad
¥ especificidad para diagnosticar la tuberculosis bovina en animales que
sufren estadios avanzados de la enfermedad, por lo que resulta de utilidad en
el diagndstico complementario de la Tuberculosis Bovina ¢n hatos destinados
a la produccién de leche y que puede representar una herramienta atil para el
avance de las campailas zoosanitarias contra la enfermedad.

Este estudio s¢ puede ampliar para confirmar los resultados obtenidos aqui,
con un namero mayor de animales enfermos, dando seguimicnto a rastro,
practicando 1a necropsia, realizando estudios de histopatologia, intentando el
aislamiento y tipificacion de Mycobacterium bovis. Lo cual seria también util
para cvaluar la posibilidad de reacciones cruzadas dentro de la prueba de
Inmunoperoxidasa.

En refercncia a los resultados positivos, la prueba de Inmunoperoxidasa
presentd una correlacion con respecto a la tuberculina caudal de 49.5% y a la
doble comparativa de 61.3%. La prucba de inmunoperoxidasa precsenta una
sensibilidad de 100% y una especificidad de 90.9 a 100%, en animales
tuberculosos; por lo que puede usarse como prucba complementaria a la
tuberculina sobre todo en hatos de bovinos destinados a la producciéon de
leche, en virtud de que en aquellos que resulten positivos aumenta la
probabilidad de encontrar lesiones a la necropsia y se puede evitar el envio a
sacrificio de animales *“falsos positivos a la tuberculina™ que no sufren la

enfermedad y presentan buena produccién de leche.
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En base a lo anterior se concluye que la técnica de Inmunoperoxidasa, es de
utilidad en el diagnéstico complementario de la Tuberculosis Bovina y puede
llegar a representar una herramienta atil para el avance de las campaiias

zoosanitarias contra la enfenmedad.
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X. APENDICE 1

PREPARACION DE SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA TECNICA
DE INMUNOPEROXIDASA:

. Solucién de lavado, 5X :

Preparar por separado las soluciones | y I

Solucién |

Cloruro de sodio (NaCl)~—mcmeemocmaca o 400 g
Cloruro de potasio (KCl)-=-ereemaceanaas 1.0
Agua destilada, c. b. poemeemaccaccaaaans 500.0 ml

La solucion sc esteriliza a 121°C durante 20 minutos.

Solucién 11

Fosfato de sodio dibasico (Na;HPOy)---eneeeeeeeee 5,75 g
Fosfato de potasio monobasico (KH:HPQOy)------ 1.00 g
500.0 m!

Apgua destilada, c. b. p.

La solucién se esteriliza a 121°C durante 20 minutos.
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Formular la solucién de lavado §X a 4 °C:

Solucion 1 500.00 ml
Solucion 11 500.00 mi
Albumina sérica bovina frac. V (10% m/v)-- 10.00 m!
Tween 20 2.50 mi

------------- 5.00 m!

Solucién de timerosal (1.1% m/v)

Esta sc envasa en frascos de 57 ml con un volumen de 51 ml en forma estéril,

se etiqueta identificando la solucién y se manticne a 4 °C hasta su utilizacion.

Por cada microplaca que se emplee, la solucién de lavado 5X se diluye con

agua destilada como a continuacién se indica:

Solucién de lavado Sx 14.4 ml
Agua destilada 57.6 ml
72.0 ml.

Volumen total

. Solucioén diluyente, SX:
Preparar por separado las soluciones I y 1]

Solucién 1




ESTA TESIS NO DEBE

Cloruro de sodio (NaCl)-«-amvememcaaaaan

Cloruro de potasio (KCI)
500.0 ml

Apua destilada. c. b. p.

L.a solucién se esteriliza a 121°C durante 20 minutos.

Solucion I

Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO, )--—--cacaameaee 575 ¢
Fosfato de potasio monobasico (KH:HPQO,)------ 1.00g
500.0 mi

Agua destilada, c. b. p.

La solucién sc esteriliza a 121°C durante 20 minutos.

Formular la solucién de lavado SX a 4 °C:

Solucién I 500.00 m!
Solucién I1 500.00 ml
Albamina sérica bovina frac. V (10% m/v)-- 10.00 ml
Tween 20 2.50 ml
5.00 m!

Solucidén de timerosal (11.0% m/v) estéril----

145.0g SALIR

DE LA BIBLIBTECA
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Esta se envasa en frascos de 57 ml con un volumen de 34.5 ml en forma

estéril, se ctiqueta identificando la solucién y se mantiene a 4 °C hasta su
utilizacion.
Por cada microplaca que se emplee, la solucion de lavado 5X sec diluye con

agua destilada como a continuacion sc indica

Solucién de lavado Sx 3.4 ml
Agua destilada 13.6 ml
17.0 ml

Volumen total

e Protcina G - peroxidasa.

La proteina G-Peroxidasa, que se fija fuertemente a la fraccién Fc de la IgG,
bovina, (se¢ uso de la marca Zymed, quc es una proteina G recombinante,
clonado de Streprococcus spp. gx7809 y producido por E. coli. acoplado a la

peroxidasa).(HRP-rec- Protein G. Cat. 210-1223 MCA Zymed) La

presentacioén de 5.0 m! sc fracciona en voliimenes de 0.2 m!l y se envasa en

frascos de 3.0 ml, se mantiene a 4°C hasta su utilizacién.
Por cada microplaca que sc emplee, la Proteina G peroxidasa se diluye con
agua destilada como a continuacion se indica:

0.015ml(15.0

Proteina G peroxidasa

microlitros)
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7.485 ml

Agua destilada
7.500 mi.

Volumen total

e 3 amino 9 cthil carbazol. Sustrato ¢ indicador.

Preparar por separado las soluciones A y B, asi como, fa solucidn def sustrato:

Solucién A para sustrato
192 g

Acido citrico
------------------ 1.,000.0 mi

Agua destilada, ¢. b. p.
20 minutos. Esta sc envasa en

a 121°C durante
ml en forma estéril, se etiqueta

La solucidon sc esteriliza
frascos de 57 mil con un volumen de 51.0
temperatura ambiente hasta su

identificando la solucion y sc¢ manticne a
utilizacidn.

Solucién B para sustrato
28.40 ¢

Fosfato de sodio dibdsico (NaxHPO.)
1,000.0 mi

Agua destilada, ¢. b. p.

Esterilizar por filtracién a través de membrana dec 0.22 u, adicionar 1.0 m} de
solucion estéril de timerosal al 11.0% . Esta se envasa en frascos de 57 mi con

st
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un volumen de 51.0 ml en forma cstéril, sc ctiqueta identificando la solucién y

s¢ mantiene a temperatura ambiente hasta su-utilizacion.

Indicador de peroxidasa:

3 amino- 9 ethil- carbazol ~-=--=cecccccmccmcacaao. 5.00g
Alcohol etilico 25.00 m)
Tween 20 75.00 m}

Se macera finamente ¢l 3 amino- 9 cthil- carbazol en un mortero de porcelana
y se adiciona lentamente el acohol hasta su disolucidon. después el tween 20.
Sc envasa en fracciones de 2.1 ml en frascos de 3.0 ml, se etiqueta y mantiene

a 4°C, hasta su uso.
Solucion de sustrato (peroxido de hidrogeno)

Se envasa en frascos de 3 m! con un volumen de 0.15 ml en forma estéril, se

ctiqucta identificando la solucién y se mantienc a 4 °C hasta su utilizacién.

Por cada microplaca quec se emplce, preparar la solucion de sustrato e

indicador de peroxidasa como a continuacién se indica:

Solucién A 5.00 ml
Solucién B 5.00 ml
Indicador de peroxidasa ~---=-cceeeceaeaaen 0.20 mi

T



Sustrato de peroxidasa (H2O3)«veenmecean 0.01 ml (10 microlitros)

Volumen total 10.21 ml.




APENDICE 2.

CALCULO DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA CON RESPECTO A

HISTOPATOLOGIA:
ENFERMEDAD
ENSAYO: PRESENTE AUSENTE TOTAL
un b a+b
POSITIVO 10 o 10
c d c+d
NEGATIVO (1] 10 10
a+c b+d a+b+c+d
TOTAL 10 10 20
S=(a/a+c) x 100 Sp=(d/d+c) x 100
Sensibilidad = (10/10 + 0) x 100 = 100%. Especificidad = (10/10

+ 0) x 100 = 100%.
Valor predictivo (positivos) = (a/a+b)x100 = 10/10 x 100 = 100%.

Valor predictivo (negativos) = (a/a+b)x100 = 10/10 x 100 = 100%.
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APENDICE 2.

CALCULO DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA CON RESPECTO AL
AISLAMIENTO BACTERIOLOGICO:

ENFERMEDAD
ENSAYO: PRESENTE AUSENTE TOTAL
a b a+b
POSITIVO 9 1 10
< d c+d
NEGATIVO (1] 10 10
a+c b+d at+b+tc+d
TOTAL 9 11 20
S=(a/a+c)x 100 Sp=(d/d +c)x 100
Sensibilidad = (9/9 + 0) x 100 = 100%. Especificidad = (10/11 +

0) x 100 = 90.9%.
Valor predictivo (positivos) = (a/n+b)x100 = 9/10 x 100 = 90%.

Valor predictiveo (ncgativos) = (a/a+b)x100 = 10/10 x 100 = 100%.
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APENDICE 3.

Informe del instituto Panamericano de Proteccion en Alimentos y Zoonésis
(INPPAZ) sobre rcsultados obtenidos ¢n las prucbas de tipificacion de seis
cepas de Mycobacterium spp aisladas de animales reactores a la tuberculina,
positivos a la prueba de inmunoperoxidasa, a estudios de histopatologia y con

lesiones caracteristicas de tuberculosis, en ¢l estado de Sonora.
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