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RESUMEN.
“Correlacion Histopatologica de lesiones sugestivas a tuberculosis bovina, con la
presencia de Mycobacterium bovis, analizada mediante la prueba en reacciéon de
la polimerasa (PCR)". Torres Ledn Rubén Arturo. M en C Cynthia Gonzalez Ruiz
Dr. Ciro Estrada Chavez.

La tuberculosis bovina (Tb) es considerada un problema de salud publica y
una de las principales causas de pérdidas econémicas en la industria ganadera. El
objetivo del presente trabajo fue correlacionar las caracteristicas histopatolégicas,
presencia de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR), sitio de lesion
macroscopico y la presencia de DNA de M. bovis en bovinos positivos a la prueba
de tuberculina. Se emplearon 23 bovinos de la raza Holstein Friesian provenientes
de un hato con alta prevalencia de TBB (Almaraz, FESC-4). Todos los animales
fueron sacrificados y se determino postmortem, la presencia de lesiones visibles
(LV) sugestivas a Tb. Posteriormente se tomaron las muestras necesarias para el
estudio histopatologico, Ziehl-Neelsen (ZN) y PCR. Al revisar las canales en rastro
observamos que solamente 8 (39.16%) de ellas presentaron lesiones visibles
sugestivas a Tb, mientras que con el estudio histopatolégico se logré detectar 9
(39.13%) Las lesiones granulomatosas sugestivas a tuberculosis, fueron
agrupadas en 3 categorias de acuerdo a sus caracteristicas histopatologicas.
Ademas se determind que el principal sitio de afeccion fueron los linfonodos
retrofaringeos con 9 lesiones, seguidos de los linfonodos traqueobronquiales con 6
y pulmén con 5. En 9 (39.13%) casos se observaron bacilos acido alcohol
resistentes. En tanto que mediante la prueba de PCR anidada se detecté 10 casos
positivos a la presencia de DNA de M. bovis. Los valores obtenidos de Cohen’s
kappa  obtenidos entre la inspeccion postmortem (IP) y las lesiones
histopatologicas fue buena (k=0.59), la concordancia entre lesiones microscopicas
y macroscopicas con la presencia de bacilos acido alcohol resistentes fue perfecta
(k=1) y buena (k=0.59) respectivamente. La concordancia de la PCR con la
presencia de lesiones visibles a la IP o lesiones histopatolégicas fue inadecuada.
La presencia de animales reactores sin lesiones visibles sugiere que no se debe
descartar la presencia de focos primarios a partir de las cuales se libera la bacteria
en un Organo diferente a pulmoén. Este hallazgo es importante, ya que estos
animales pueden estar diseminando la enfermedad, contribuyendo asi a la
persistencia de la Tb. en un hato.

Palabras clave: Tuberculosis bovina, Mycobacterium bovis, histopatologia, PCR
anidada.



1.- INTRODUCCION.

1.1 Definicién.

La Tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa, cronica, producida
por las bacterias del género Mycobacterium, tiene una distribucidén mundial
afectando a todos los animales de sangre caliente incluyendo el hombre. Se
caracteriza por la formacidbn de lesiones granulomatosas localizadas
frecuentemente en ciertos 6rganos (pulmén, linfonodos, higado) o diseminadas,
acompafiadas por caquexia progresiva, periodos febriles y retraso en el
crecimiento. 2

1.2 Antecedentes histéricos.

La tuberculosis a afectado desde la antigliedad al hombre y a los animales.
En el siglo XVI la “enfermedad perlada” del bovino se consideré como una forma
de sifilis. A mediados del siglo pasado el padecimiento se transmitio, en
numerosos expermentos en humanos y en bovinos, a conejos y cobayos,
atribuyendo entonces su aparicién a un agente transmisible especifico.! Es
probable que el bacilo que produce la tuberculosis se haya observado por primera
vez en los tejidos por Baumgarten y Koch en 1882.% Mas tarde Koch opiné que la
tuberculosis humana era distinta de la bovina y debido a ello suponia que no era
necesano proteger al hombre contra la “enfermedad perlada del bovino”, este
punto de vista lo rebatieron numerosos experimentos, segun el resultado de los
cuales los agentes de tuberculosis humana y de los animales son variedades o
tipos de una misma especie de bacterias, que solo se diferencian por
caracteristicas de importancia secundaria.!



1.3 Importancia econémica.

La tendencia mundial hacia la apertura de mercados y formacion de
bloques econémicos regionales nos ha lanzado al mundo con mayores exigencias
y si México aspira a formar parte de este nuevo orden econdmico, tendra que
cumplir con las nuevas reglas, que en materia sanitaria son claras e inflexibles
para paises como EE.UU. y Canada, paises con los cuales comerciamos y que
ostentan una muy baja prevalencia de enfermedades, como la tuberculosis.*

La tuberculosis bovina (Tb.) origina perjuicios econémicos al ganadero y
reduce la eficiencia productiva de sus animales disminuyendo la fertilidad hasta en
un 6%, las vacas en ordefa disminuyen la produccion lactea en un 10% del total
de la produccion lechera, la duracion de las lactancias disminuye a la mitad en la
séptima lactancia. El promedio de 270 dias en la primera lactancia se reduce a la
mitad, en la séptima lactancia {131 dias), se produce un lento aumento del peso
del animal o disminucion gradual del mismo (caquexia). Se pierde en promedio el
15% del peso normal, como efecto secundario causa reduccién de la inmunidad,
aumentando la susceptibilidad a otras enfermedades, la esterilidad en vacas
tuberculosas aumenta entre el 5 y 10%, disminuye la produccién de came en
bovinos y porcinos, ademas provoca pérdidas de paricion de temeros y lechones
en hembras tuberculosas hasta en un 15%. 5%’

En México la ganaderia cuenta con un estimado de 1,863,977 cabezas de
ganado lechero y 28,313,158 cabezas de ganado de came, en donde la presencia
de la enfermedad en nuestro pais se contabiliza en perdidas hasta del 17% en la
produccién lactea.’

La prevalencia de la tuberculosis es mas alta en vacas lecheras que en
animales de came, ya que su vida Util es mas prolongada, debido al mayor

contacto al momento del ordefio, a la estabulacién o semi-estabulacion.




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 en desarrollo la situacién no ha mejorado o la prevalencia se encuentra en
aumento. En casi todos los paises de Europa occidental la prevalencia de la
infeccién bovina es inferior a 0.1%. En el hemisferio occidental, el Canada y los
Estados Unidos de América han reducido la tasa de infeccion a niveles muy bajos
al igual que en centro América y el Caribe. Las tasas mas altas de infeccion se
encuentran en las cuencas lecheras, alrededor de las grandes ciudades de
Ameérica del Sur. *°

1.4 importancia en Salud Puablica.

La Tb. es considerada por organizaciones internacionales de la salud como
una zoonosis, su agente etiolégico M. bovis tiene como hospedador principal a los
bovinos, pero el hombre es susceptible, pudiendo desarrollar la enfermedad, lo
cual representa altos costos en materia de salud publica, gastos terapéuticos, la
disminucién de la capacidad taboral, ademas del sufrimiento de los individuos que
la padecen. La Tb. es una enfermedad que afecta de preferencia a las poblaciones
pobres, se registran 7,000 casos nuevos de tuberculosis humana de origen bovino
en América Latina por ano, las poblaciones vulnerables incluyen a trabajadores

rurales y mataderos.*8910.11

La tuberculosis en humanos provocada por M. bovis no estda muy bien
documentada. Sin embargo, algunos estudios publicados estiman que el
porcentaje de humanos contagiados en el mundo con M. bovis es alrededor de
3.1%." En Latinoamérica, M. bovis es responsable de causar alrededor de 7,000

casos de tuberculosis humana cada afio."® En México, la tuberculosis humana

causada por M. bovis representa del 8 al 15% de los casos reportados.**

La desnutricidon, la pobreza, la sobrepoblacion, la contaminacién, la
resistencia del bacilo a los farmacos tradicionales, el mal uso de ellos , el VIH y el
consumo tradicional de leche sin previa ebullicién poputarmente conocida como
“leche bronca” , asi como la ingesta de productos lacteos no pasteurizados, ponen



de manifiesto el riesgo potencial que representan los animales infectados como
transmisores de esta enfermedad.®’

La prevalencia de la tuberculosis humana de origen animal ha disminuido
mucho en los paises donde se impuso la pasteurizacién obligatoria de la leche y
donde se realizaron exitosas camparias de control y erradicacion de la infeccion
bovina. Aunque no existen datos confiables de la participacion de las vacas en el
incremento de casos de tuberculosis humana en México, se presume que
aproximadamente el 8% de los casos son debidos a M bovis.*

En paises donde la leche de vaca se consume hervida, entre ellos los de
América Latina, la incidencia de infeccion por M. bovis ha sido siempre mas baja.
Sin embargo, tanto las formas pulmonares como extrapulmonares de la
tuberculosis humana de origen animal no dejan de ser un problema en las areas
con alta prevalencia de infeccion en bovinos.*®

1.5 Caracteristicas generales de las micobacterias.

El género Mycobacterium obtiene su nombre de las raices griegas Myces y
Bacterion que significan hongo y bacilo corto respectivamente, estas miden 0.2-
0.6mm de ancho por 1.0 mm de largo." Las micobacterias son bacilos
intracelulares facultativos, aerobios y acido alcohol resistentes. Esto ultimo debido
a que el 60% del peso total de su pared celular esta constituida por lipidos,
algunos de ellos considerados factores de virulencia'®. Los lipidos, acidos grasos y
ceras se encuentran intimamente unidos a proteinas y polisacaridos formando
una estructura compleja. El ndcleo de la pared celular estd compuesta de tres
moléculas unidas de forma covalente: Peptidoglicano, Acido micolico,
Arabinogalactano y la lipoarabinomanana. Este ditimo es el polisacarido de las
micobacterias mas estudiado hasta la fecha debido a su alta capacidad
antigénica."”’



La envoltura micobacteriana consta de 2 partes, siendo la primera la
membrana plasmaética y alrededor de esta, ia pared. Ambas estructuras sirven de
proteccién osmética, actian en el transporte ionico y dan soporte mecanico.'®1.5.1
Clasificacién microbiolégica de las micobacternias.

Los miembros de este género pueden clasificarse de la siguiente manera:

1.- Como se observa en el cuadro A, M. bovis. Tiene uno de los mas amplios
rangos de hospedadores de todos los patdgenos conocidos, las especies que se

han reconocido como causa de patologia en el hombre y en animales de sangre
caliente, son las siguientes. 2%

Cuadro A. Diferentes especies del género Mycobacterium

Especies del género Animales afectados
Mycobacterium : s
Complejo M. avium subsp. Avium Pollos, pajaros y cerdos
M. avium subsp.silvaticum Paloma torcaz y ciervo

M. avium subsp. paratuberculosis | Bovinos, ovinos, caprinos y
Rumiantes silvestres.

M. bovis Bovinos, borregos, perros,
gatos, monos, simios, mink,
cerdos, elefantes,
rinocerontes, pencos,
venados, zoros, tapires,
camellos, bisontes, llamas,

humanos.
M. tuberculosis Bovinos, monos, simios,
cerdos, perros, apires,
elefantes, humanos
M. lepraemurium Gatos, ratas, ratones
M. fortuitum Perros , vacas, cerdos.
M. marinum Peces y sapos.
M. kansasii Monos, vacas y cerdos.
M. chelonae Cerdos y manaties.
M. leprae. Amadillo.




2.- Como se observa en el cuadro B, Runyon (1959), coloco en un principio
en varias categorias a cierto numero de micobacterias, llamadas “anénimas”, “sin
clasificacion o “atipicas”. Este investigador organiz6 cuatro grupos de acuerdo al
indice de crecimiento y a la produccién de pigmento, En todos los casos el rango

de temperatura 6ptimo de crecimiento para las micobacterias se establece entre
los 28° C y 45° ¢ 2310

Cuadro B. Clasificacién de Runyon, de las Mycobacterias de acuerdo al indice

de crecimiento y a la produccién de pigmento.

e M. kansasii,

Grupo . a desp d '0 M. marinum,
" | lairsconconlontud yaaue roquaronsiooo | 17"
a2 para 2 ool S%__p{_r_ollf‘erac | M. intermedium
A5 ok z M. gordonae,
tocromogenas, es decir, que producen M.
Grﬁpo nigmento amarillo o anaranjado en ausencia de | scerofulaceum,
fmhiéﬂb}él}}t@= - | M. szulgai,
. ; A | M. xenopi.
ot . qu p. R R e N M. avium,
Grupo B VRIPRE o5, St e U = | M. intracellulare,
N ginento.cuand 3”#"“‘; % | M. térrea,
: i | M. ulcerans.
M. phelei,
Grupo M. smegmatis,
IVp M. fortuitum,
M. chelonei.

1.6 Epidemiologia.

1.6.1 Resistencia ambiental.

Mycobacterium bovis es un germen moderadamente resistente al calor, a
la desecacion y a muchos desinfectantes, dadas las caracteristicas hidréfobas de
su superficie la cual impide la fijacién y penetracion del producto desinfectante en
la célula bacteriana® En agua estancada sobrevive en el sedimento



aproximadamente de 203-260 dfas.?' Bajo la accion de los rayos solares directos
M. bovis sobrevive de 16-23 dias y en el interior de las instalaciones de 31-37 dias
a temperatura media de 28°C y 82% de humedad relativa.?? La supervivencia del
M. bovis en heces expuestas al sol en época de lluvias es de 37 dias mientras

que dentro de las instalaciones se considera de 71-84 dias.?®

1.6.2 Hospedadores.

M. bovis. Tiene uno de los mas amplios rangos de hospedadores de todos
los patdégenos conocidos, se ha demostrado la infeccién en primates, incluido el

hombre, ungulados y carnivoros, tanto domésticos como silvestres.?*

1.6.3 Transmision.

La principal via de transmision de la Tb., es la aerégena, por inhalacién de
aerosoles con dosis elevadas del microorganismo. Durante la tos y los estornudos
que desarrollan los animales clinicamente enfermos, son expedidas una gran
cantidad de gotas de diversos tamarios las cuales provienen principalmente de

bronquios y contienen moco, leucocitos y bacilos.'#10.112%

La ingestién de leche contaminada con bacilos constituye una fuente de
infeccion para los animales lactantes y para el hombre, esta leche puede
contaminar los equipos de ordefio, los instrumentos, el suelo, las camas, la ropa, y
los recipientes destinados para el almacenamiento de la leche sana. El insuficiente
procesamiento de la leche de rebanos afectados puede propagar la enfermedad a

otros rebafios donde los temeros fueron alimentados con esta leche.®%%3

1.7 Patogenia.

Actualmente se considera que la principal forma de transmision de la Tb. se
lleva a cabo por la inhalacion de aerosoles cargados con el M. bovis., provenientes
de bovinos tuberculosos con lesiones abiertas en pulmones. 2722930 | og

bacillos que hacen contacto con la capa muco-ciliar del tracto respiratorio superior



pueden ser acarreados hacia los bronquios terminales y espacios alveolares; y es
en este sitio donde son ingeridos por los neumocitos tipo |11, 3%3'%233

En la infeccion primaria los macrofagos son incapaces de destruir por
completo a las micobacterias fagocitadas debido a que los bacilos virulentos
poseen la habilidad de resistir a radicales libres y enzimas proteoliticas. %3 En
esta etapa las micobacterias se multiplican dentro de los macrofagos e inducen la
formacion de una lesion primana, la cual previene el crecimiento y diseminacién de
la micobacteria en el organismo.®

La formacién de la lesion primaria es un evento inflamatorio, en respuesta
a los lipidos y carbohidratos de la pared celular, ya que se puede inducir por
micobacterias muertas. Dichos componentes de la micobactena inducen a cierta
activacion del macrofago caracterizada por la trascripcion de citocinas
proinflamatorias.®

Cuando la actividad microbicida de los macréfagos fracasa en la
destruccion de las micobacterias, estas se replican en su interior ocasionando su

destruccion,¥*®

provocando quimiotaxis de monocitos hacia esta zona e iniciar la
formacién del granuloma o tubérculo,®> 3% 35 3 que se considera la lesion
caracteristica de la tuberculosis. Este granuloma se caracteriza por un centro
necrético y posiblemente bacterias libres, rodeado de macréfagos infectados,
células epitelioides, células gigantes y todo esto a su vez puede estar rodeado por
tejido conectivo fibroso y linfocitos.*3%3% En algunos casos puede existir
mineralizacién en el centro necrético mientras que en procesos graves estos focos

de mineralizacion pueden ser confluyentes con otros granulomas.*

Cuando el proceso de cicatrizacion en las lesiones fracasa se desarrolla
una bronconeumonia progresiva, existen dos diferentes rutas mediante las cuales
es posible que se produzcan nuevos centros de infeccion: en primer lugar, cuando

la lesion primaria alcanza cierto tamario, y especialmente cuando se ablanda o



licua, los bacilos son arrojados dentro de los bronquios y son acarreados a otras
porciones sanas del pulmén durante los accesos de tos, de esta manera los
bacilos ya sea, en la membrana mucosa de los bronquios con los que tenga
contacto directo, o al ser aspirados dentro de los alvéolos en lugares remotos de la
lesion primaria, pueden producir nuevos centros de enfermedad. Cada uno de

estos centros puede evolucionar de la misma forma que el primero.

La segunda ruta mediante la cual los bacilos pueden ser transportados a
partir del foco primano de infeccion, es a través de los vasos linfaticos durante el
curso de la enfermedad los bacilos son transportados hacia los nédulos linfaticos
(NL) bronquiales y mediastinicos y cuando esto ocurre se desarrollan tubérculos a
lo largo del curso de los vasos linfaticos y en tos NL.*'

Los NL son mas comunmente infectados que otros tejidos porque el flujo de
linfa en un animal eventualmente pasa por todos los nédulos, que es dénde el
organismo capta a los bacilos. La presencia de macrofagos entre las células
reticulares fibrosas de los NL, provee de un ambiente adecuado para el
crecimiento micobacterial y el desarrollo de las lesiones granulomatosas en el
nodulo.*

El granuloma se forma para tratar de delimitar ia infeccion y permitir que el
proceso inflamatorio y los mecanismos inmunolégicos destruyan a los bacilos. Sin
embargo, un pequefio nimero de micobacterias pueden permanecer viables por
varios afios en el centro necrético de algunos granulomas en el ganado en forma
inactiva.3® Estas lesiones, algunas veces se pueden activar en el momento que
existan factores que depriman el estado inmunolégico del individuo como lo seria
el -estrés y la edad entre otros. Por todo ello, la inmunosupresién favorece la
diseminacién de la enfermedad en el huésped.*?

10



1.8 Inmunopatogenia.

M. bovis es un buen ejemplo biolégico de patégenos intracelulares capaces
de resistir y replicarse dentro de los macréfagos. Se han descrito por lo menos dos
factores de patogenicidad que permiten esta supervivencia. El primero es la
inhibicién de la fusion fagosoma-lisosoma, la segunda es la resistencia de mico-
bacterias a enzimas lisosomales y metabolitos activos del oxigeno.*: 4042 44.45

La respuesta inmune protectora generada durante la tuberculosis es el
resuitado de la integracién de las respuestas inmune natural y adquinda a través
de la activacion de linfocitos T CD4 + y productores de IFN vy, permitiendo la

eliminacién del bacilo por macréfagos activados.

1.8.1 Inmunidad natural (adquirida)

La ruta mas comun de entrada del bacilo tuberculoso es a través de la
inhalacién del bacilo gue ha sido expulsado durante la tos o los estornudos de
animales con tuberculosis. **42% Una vez que el bacilo tuberculoso liega a
pulmén, se inician una seria de mecanismos destinados a su eliminacién. Se han
descrito cuatro posibles consecuencias durante el proceso infeccioso: a) la
respuesta puede ser efectiva conduciendo a la eliminaciéon y muerte del bacilo, el
animal jamas desarrollara signos de tuberculosis ; b) la micobacteria no es
eliminada totalmente y empieza a multiplicarse inmediatamente causando
tuberculosis primaria como signo clinico; c) el sistema inmune puede impedir el
crecimiento del bacilo sin causar eliminacién total, esto puede sospecharse
cuando los animales resultan positivos a la prueba intradérmica de PPD y d) los
microorganismos que han estado latentes, eventualmente vuelven a multiplicarse

causando reinfeccion®” 4 4% &

Las células implicadas en limitar o eliminar al bacilo, son los macréfagos
que han sido reclutados por citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-6 ¥

por quimiocinas.’® * Estas moléculas son producidas en conjunto por células
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epiteliales, endoteliales y macréfagos alveolares. Las citocinas proinflamatorias
regulan positivamente la expresion de moléculas de adhesion como CD54, CD106
y CD62-E en el endotelio y en los leucocitos, de esta forma los leucocitos
circulantes pueden migrar al sitio de la lesion mediante un proceso inflamatorio
finamente regulado.®* El aumento en la concentracién plasmatica de estas
citocinas proinflamatorias produce fiebre y en procesos cronicos puede generar
caquexia. ® Figura 1

Micobacteria y

productos

de secrecién
“ ‘9 Fiebre, caquenia,
<= ’—> astenia, adinamia

Produccién de citocinas proinflamatorias
(IL-1, iL-6, TNF-0) y quimiocinas (IL-8,
MIP-1ct, MCP-], RANTES, etcétera).

Reclutamiento de
maonocios-

IL-12 macréfagos

IL-18 Linfocitos T CD4 +,
/ Promecidn de respuesta THI e

IFN-y Activacign de NK
Citotoxicided por kberacion Formacidn de granwoma por un Presencia o no
de emzimas (granulolisina, mecanismao de hipersensibiidad de manifestaciones
perforinas, elcétera). retardada clinicas de tuberculosis

X: célula epitelial/endotelial; MQ: macrofagos; NK: células NK; N: neutrdfilos; IL: interleucina; TFN-
a tumor necrosis factor alpha; MIP-1 a; macrophage inflamatory protein alpha; MCP-1: monocyte chemotactic
protein; RANTES: regulated on activation normal T-cell expresed and secreted.

Figura 1 Eventos inmunoldgicos inespecificos que ocurren tras la infeccién
por M. bovis.

Las quimiocinas (citocinas con propiedades quimiotacticas) tienen la
capacidad de inducir la migracion direccional de los leucocitos, regulando la
adhesion celular, el trafico y la activacion asi como el retomo al sitic de activacion
inicial, entre otras acciones.’”%5 Generalmente son producidas por una gran
variedad de células (leucocitos, células epiteliales y macrofagos alveolares) en
respuesta a factores irritantes, activadores policlonales, antigenos y citocinas.%
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Durante la fase temprana de la infeccién, algunas quimiocinas como IL-8
atraen a los neutréfilos, los cuales pueden fagocitar a la micobacteria, sin la
capacidad suficiente para eliminarla. La funcién de los neutréfilos es contener a las
micobacterias evitando su diseminacion mientras son substituidos por macréfagos
activados.*” *° Otras quimiocinas como la (MCP-1) proteina quimiotactica 1 de
Monocitos, (MIP-1a) proteina inflamatoria 1 alfa de macréfagos, (RANTES) que
son quimiocinas de la gran familia de la interleucina 8, RANTES es un acrénimo
de: Regulado sobre activacién T normal expresada y secretada, (IP-10) proteina
10 inducible por interferon, (Mig) monocina inducida por interferon gama, (I-TAC )
célula T alfa quimioatrayente inducida por interferon, dirigen la migracion de
monocitos y linfocitos para la formacién del granuloma® el cual tiene la finalidad
de restringir el crecimiento bacilar confinando a las micobacterias en un sitio. En
este sentido la citosina TGF-B producida por macrofagos activados, promueve el
deposito de colageno.® y favorece la quimiotaxis de otros macrofagos teniendo

actividad permisiva en la formacién del granuloma.

Las quimiocinas también pueden dingir a los linfocitos T cooperadores
(CD4+) hacia los sitios donde se esta iniciando una respuesta de hipersensibilidad
retardada que culmina con la formacion del granuloma, esto se logra mediante la
expresion selectiva de receptores de quimiocinas en linfocitos, durante las
diferentes fases de la respuesta inmune. Recientemente, se ha sugerido que las
quimiocinas son quienes regulan la hipersensibilidad retardada en la tuberculosis,
diferenciando esta, de la respuesta mediada por células.®* Es decir, las
quimiocinas participan en la prevencion de la diseminacién del bacilo tuberculoso,
favoreciendo la migracién y activacion de células fagociticas circulantes, dirigiendo
ademds, la migracion de linfocitos T cooperadores tipo 1 (Th1), todo este proceso
se reconoce como hipersensibilidad de tipo IV. Mientras que la accién efectora de
los linfocitos Th depende del reconocimiento del antigeno a través de su TCR y de

la activacion posterior con produccidon de citocinas (IL-2, TNF-B e IFN-y
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principalmente), generando de esta forma la inmunidad celular necesaria para la
eficaz eliminacion del bacilo 375264

Existen otras citocinas que favorecen la respuesta de linfocitos TCD4+ Th1,
como IL-12 e IL-8, producidas por los macréfagos reclutados y activados. Ambas
inducen la produccién de IFN-y en las células asesinas naturales, el cual a su vez
activara a mas macrofagos. IL-12 e IL-18, incrementan la actividad citotéxica de
las células NK favoreciendo la eliminacion de los patdgenos intracelulares. La
actividad citotoxica de las células NK difiere de la actividad citotoxica de los
linfocitos T citotoxicos (CD8+), debido a que  estos ultimos reconocen
especificamente antigenos presentados en el contexto del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo |. Mientras que para las células NK no se necesita la
presentacion del antigeno.® Sin embargo, las células NK comparten con los
linfocitos T CD8+ enzimas como la granulisina, granzimas y perforinas, que al ser
liberadas inducen la lisis tanto de la células blanco como de M. bovis. ¥+ &

1.8.2 Inmunidad adquirida (especifica)

La cinética de proteccion inmunitaria especifica contra M. bovis inicia tras
la activacion de linfocitos T CD4+ capaces de secretar IFNy. Sin embargo existen

otras subpoblaciones celulares involucradas durante la infeccion por tuberculosis
como los linfocitos T CD8+.%

Los linfocitos TCD4+ encabezan la respuesta inmune protectora a través de
tres mecanismos generales: el primero de ellos es el reconocimiento de los
antigenos de la micobacteria mediante el contexto de la molécula de
histocompatibilidad de tipo Il (MHC-Il), asi los linfocitos TCD4+ antigeno-
especificos, inician el segundo mecanismo generai de la respuesta inmune, el cual
es la activacion celular. Ademas para una activacién celular eficiente se necesitan
moléculas coestimadoras que amplifiquen la respuesta, en este sentido, estudios

recientes sefialan que las células epitelioides que forman parte de los granulomas
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expresan moléculas coestimadoras (CD80, CD86 y CD40). El tercer mecanismo
general de la respuesta inmunitaria es la fase efectora que consiste en la
secrecion de un patron especifico de citocinas. Asi, la subpoblacién Th1 producira
grandes cantidades de IL-2, TNF-p (linfotoxina) e INF-y promoviendo la respuesta
inmune celular y la activacién de macréfagos. Asimismo, el INF-y modula
negativamente la respuesta de tipo humoral. En contraste la subpoblacién Th2
producira grandes cantidades de L4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, las cuales
favorecen la respuesta inmune contra patégenos extracelulares. IL4, IL-10 e IL-13
tienen la capacidad de modular negativamente la respuesta Th1 y conforme a este
esquema general, la protecciéon contra organismos intracelulares como M. bovis
depende de la cooperacién de Th1.% Figura 2.

Los linfocitos TCD8+ reconocen el antigeno micobacteriano en el contexto
del MHC-1, sin embargo todavia no se ha establecido completamente la ruta de
acceso de éstos a la molécula de histocompatibilidad de clase I. Anque se ha
propuesto que la micobacteria libera antigenos y de esta forma son procesados
para ser presentados por el MHC-1. Una vez activados por el antigeno, los
linfocitos TCD8+ producen INF-y. Sus acciones efectoras se realizan en dos
sentidos: el primero, por medio de la exocitosis de sus granulos enzimaticos, ricos
en granulisina, esta enzima forma parte de las proteinas tipo saposina, quienes
interactaan con los lipidos de la membrana, lo que conduce a un aumento en la
concentracion de ceramida que esta involucrada en la induccion de la apoptosis.
La otra forma de dafio, es la induccién de apoptosis por medio de la interaccién de
Fasl (CD95L , en el linfocito TCD8+) con Fas (CD95, en la célula blanco) esto
genera sefiales de muerte mediante la iniciaciéon de una cascada de proteasas
intracelulares llamadas caspazas.64

La respuesta inmune protectora contra la tuberculosis depende del balance
entre la inmunidad inespecifica y la especifica y esta Gltima del predominio de la

respuesta Th1 con produccién de INF-y sobre la respuesta Th2.
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Figura 2. Eventos inmunolégicos especificos que ocurren tras la infeccion
por M. bovis.
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1.9 Diagnéstico.
1.9.1 Aislamiento e identificacion bacteriologica.

Para el aislamiento de M. bovis se emplean muestras de tejidos
provenientes de animales sospechosos, los cuales presentan lesiones sugestivas
a Tb. durante la inspeccién macroscépica. 2°

Para el cultivo de las micobacterias se utilizan medios a base de huevo,
debido a que son muy ricos en nutrientes y poseen altas cantidades de
fosfolipidos y proteinas necesarias para su metabolismo. Los medios mas
comunmente utilizados para este proposito son el medio de Lowestein-Jensen,
Herrold asi como otros medios tales como el Middlebrook 7H-10. Sin embargo, el
mejor medio para el aislamiento de M. bovis es el Stonebrink con piruvato al
0.48% y ademas crecen mejor en una atmosfera de 3-10% de bioxido de carbono,
a una temperatura de 37°C con un tiempo de incubacién para M. bovis. M.
tuberculosis y M. africanum de 6 a 12 semanas con la finalidad de obtener un

crecimiento visible. ¥

1.9.2 Intradermorreaccion (Prueba de Tuberculina).

Esta prueba se realiza mediante la inyeccion intradérmica de un derivado
proteico purificado que se obtiene de la cepa AN5 de M. bovis (PPD bovino), para
la realizacion de la prueba simple o bien junto con la cepa D4 de M. avium (PPD
aviar) para la prueba doble comparativa. Ambas pruebas se emplean para
detectar a los animales expuestos a M. bovis o infectados con M. avium o bien
pueden sugerir la infeccion por otras micobacterias tales como M.
paratdberculosis. De tal manera, que estos individuos, desarroltan una reaccion de
hipersensibilidad tipo IV en el sitio de la inyeccion en casos de haber tenido
exposicion previa con el antigeno, manifestdndose un engrosamiento de la piel.
Para realizar la avaluacion de la prueba doble comparativa se establece la
diferencia entre el grosor inicial de la piel con aquella que se presenta a las 48 6

72 horas posteriores a la inyeccion. Esta prueba posee una alta sensibilidad del
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85% y una especificidad que oscila entre un 95-98% para detectar animales
expuestos a M. bovis o M. tuberculosis.*®

1.9.3 Interferobn gamma (iFy).

Esta prueba detecta la produccion de interferén gamma in vitro, inducida
por antigenos especificos en linfocitos previamente sensibilizados. Este método se
ha empleado para el diagnéstico de la tuberculosis bovina, en la cual se utiliza
sangre completa heparinizada y PPD-bovino como antigeno especifico. Para el
ganado bovino se estima que la prueba de IFy posee una sensibilidad de entre el

70 y 94% con una especificidad que varia entre un 97 y 99%.%°

1.9.4 Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA):

Esta técnica se emplea para la deteccién de anticuerpos, mediante el uso
de antigenos especificos de micobacterias unidos a wuna fase soélida,
conjuntamente empleando anticuerpos unidas a una enzima, para identificar color.
Sin embargo, para la realizacion de esta prueba existen una gran variedad de
problemas, como son: que la respuesta inmune esta dirigida principaimente hacia
los antigenos micobacterianos comunes no especificos, la respuesta inmune es
principalmente celular excepto en individuos que presenten cuadro clinico o se
encuentren en estados avanzados de la enfermedad y una significativa proporcion
de alrededor del 20 al 40% de individuos de una poblacién infectada no posee
niveles detectables de anticuerpos especificos del subtipo IgG, que son
indispensables para la realizacion de esta prueba.®

1.9.5 Inspeccién postmortem (IP)

Una medida comunmente realizada por la Comision Nacional para la
Erradicacion de la Tuberculosis Bovina y Brucelosis (CONETB) es el diagnostico
morfopatolégico de la Tb. mediante una inspeccion postmortem (IP). Esta se lleva
a cabo en los rastros durante el sacrificio de los bovinos reactores a la tuberculina.
Debido a la apariencia caracteristica de las lesiones es posible corroborar el

resultado de las pruebas aplicadas a los bovinos en pie. Durante la inspeccion
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muchas ocasiones se colectan muestras de tejidos para enviarse a los laboratorios
certificados, en donde se realizan analisis histopatolégicos y bacteriologicos de las
muestras.”! Estos permiten establecer con mas certeza el grado de diseminacion
de la enfermedad, ademas de normar criterios que relacionan el nimero de

reactores (+) con lesiones visibles que se encuentren. >

La inspeccidn postmortem es una buena prueba de diagnéstico y en
conjunto con la histopatologia realizada por los patdlogos expertos en la TBB se
obtienen resultados confiables que permite una comparacién de los métodos de

diagnéstico con el “status” epidemiolégico de la enfermedad en los hatos.*'

Los bovinos con lesiones visibles Gnicamente en Nodulos Linfaticos (NL)
respiratorios no se consideran capaces de liberar bacilos, pero pueden ser
considerados excretores potenciales, debido a que el tiempo necesario para €l
desarrollo de lesiones en el pulmén y la consecuente excrecion del bacilo podria
ocurrir rapidamente. > Se ha observado en infecciones experimentales que la

liberacién de bacilos ocurre en forma intermitente. "%

En la IP se deben considerar todas aquellas etiologias que tienden a
producir lesiones visibles de tipo granulomatoso y que no pueden diferenciarse de
las lesiones producidas por M. bovis. Entre las mas importantes tenemos a la
actinomicosis, actinobacilosis, aspergilosis, corinebacteriosis, migraciones
larvarias y linfosarcoma. > Las infecciones causadas por Mycobacterium avium
pueden producir lesiones locales en NL mesentéricos, meninges, Utero y ubres.

Este tipo de casos es mas frecuente en los animales jovenes de un hato.*®

En los bovinos tuberculosos los 6rganos toracicos, es decir los puimones y
los nodulos linfaticos de cabeza y térax son los mas frecuentemente afectados.” >
% Esta ampliamente documentado que las lesiones tuberculosas se presentan en
nédulos linfaticos asociados con el tracto respiratorio aproximadamente en un 90%
de reactores positivos con infeccién confirmada, y que sélo del 1 al 2% de estos
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animales tienen lesiones visibles en pulmén por lo general muy pequefias
menores de un cm. y frecuentemente Unicas.®® % Sin embargo un estudio

histopatolégico muy extenso hace evidentes las lesiones en este drgano, hasta en
un 70% de estos casos.*'

1.9.6 Histopatologia.

En el estudio histolégico de los tejidos procedentes de animales
sospechosos a tuberculosis bovina, es factible encontrar lesiones granulomatosas
las cuales se caracterizan por presentar un centro necrético con o sin calcificacion,
rodeado principalmente por células de tipo mononuclear como macréfagos, células
epiteloides, células gigantes tipo Langhans, linfocitos y células plasmaticas y en
menor grado por neutréfilos y delimitados o no por una capsula de tejido
conjuntivo fibroso. Aunque en lesiones iniciales solo observamos cumulos
importantes de macrofagos, células epiteloides y células gigantes, por lo que emitir

un diagndstico en estos casos, es compatible con la enfermedad,2530.3233

Debido a que los granulomas no son especificos de la tuberculosis, se hace
indispensable realizar técnicas tintoriales como el Ziehl Neelsen para detectar los
bacilos acido-alcohol resistentes. Desafortunadamente, se requiere que exista una
gran cantidad de bacterias en la muestra para que se puedan observar al
microscopio. El resultado debe describirse como, “presencia de bacterias acido
alcohol resistentes”, debido a que es imposible diferenciar objetivamente las
especies de micobacteria en la observacién al microscopio. Debe de resaltarse la
importancia de utilizar laminillas testigo y evitar el paso de micobacterias de un
corte a otro en el agua de la tina de flotacion. Por otra parte, es conveniente
realizar tinciones para bacterias acido-alcohol resistentes en todos los casos

diagnosticados con lesiones compatibles con tuberculosis.*” >
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1.9.7 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Esta técnica fue desarrollada en 1985 por un grupo del departamento de
Genética Humana de CETUS Corporation en Emmeryville. El término “Reaccién
en Cadena de la Polimerasa” (PCR) se aplica al proceso bioquimica in vitro
mediante el cual las cadenas individuales de ADN blanco son duplicadas por la
ADN Polimerasa en cada uno de los ciclos que integran la reaccién, al final de
cada uno de los cuales las nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma
enzima, lograndose una produccion exponencial de millones de copias del gen o
segmento de ADN especifico sometido al proceso.*

En general, los componentes requeridos para una PCR son: ADN,
iniciadores (oligonucléotidos) especificos que flanquean el gen o segmento que
actia como blanco para la amplificacién, mezcla de desoxinucleétidos (dntp’s),
solucién amortiguadora de reaccion, y DNA Polimerasa.>®

La secuencia de los oligonucleétidos iniciadores que limitan la regién del
ADN que se va a amplificar, es responsable de la amplificacion especifica del
fragmento deseado, y para su disefio es indispensable conocer la secuencia del
ADN blanco. Al ser este uno de los parametros méas importantes que determina la
especificidad del PCR, su eleccién y disefio debe de ser muy cuidadoso. 8

Diversos autores han corroborado la factibilidad de utilizar esta tecnologia
en el diagndstico clinico de la TBB y han demostrado que es posible utilizarla en la
deteccidbn de micobacterias en muestras de sangre y tejidos de bovinos

infectados.*® 5% 60

Ademas de pemmitir la deteccién de las micobacterias en el ganado
infectado, la técnica de PCR también puede ser muy dtil para identificar la especie
de micobacteria. Esto es de particular importancia ya que debido al lento

crecimiento de las micobacterias, solo en pocos casos el diagnéstico es
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confirmado por cultivo y en un nimero todavia menor se llega a la identificacion de
especie por métodos microbiolégicos convencionales. 51

Recientemente se han descrito técnicas de amplificacién del ADN de las
micobactenas utilizando oligonucleétidos especie-especificos, los cuales permiten
diferenciar estos microorganismos. &' &2

2. Justificacion.

Con cierta frecuencia existen ciertas discrepancias entre los resultados
bacteriol6gicos, intradermorreaccion asi como de algunas otras pruebas con
respecto a la inspeccién postmortem o resultados histopatolégicos, en las cuales a
pesar de encontrar lesiones sugestivas a tuberculosis, no es factible detectar el
agente causal. Por lo tanto es importante establecer una correlacién entre una o
varias pruebas diagnésticas. Asimismo el establecer una clasificacion histologica
de acuerdo al grado de evolucion de las lesiones granulomatosas, asi como las
posibles diferencias que existan entre los diferentes tipos de lesiones, las cuales
podrian relacionarse con algunos factores relacionados con el animal o con la
bacteria. Todo lo anterior permitiria establecer un diagnéstico eficiente y
confirmativo, que ayude a conocer mejor la epidemiologia de la enfermedad y la
situacién del hato. El diagnostico eficiente colaboraria a las medidas para la
erradicacién de la enfermedad, la reduccién de pérdidas de produccién, la
exportacion de ganado en pie y a la disminucién del riesgo de transmision a
humanos.
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3. Planteamiento del problema.

La tuberculosis bovina representa un riesgo a la salud animal y
potencialmente a la salud publica por ser una enfermedad transmisible al hombre
(zoonosis). Las pruebas empleadas para el diagnéstico de la tuberculosis bovina
no son especificas ni sensibles en un 100%, para determinar la presencia de
animales infectados. La falta de un adecuado estudio anatomopatologico tanto
macroscopico como microscopico, asi como de pruebas microbiologicas, impide
establecer la presencia y frecuencia de lesiones tuberculosas en el ganado
afectado. Una prueba como la PCR pemmite identificar facimente a M. bovis con
alta sensibilidad y especificidad en lesiones sugestivas, pero para su
instrumentaciéon en el campo es conveniente establecer la relacidon que guarda con
el tipo macroscdpico y microscépico de las lesiones.

4. Hipoétesis.

Existe una relacion entre las caracteristicas histopatoldgicas de las lesiones
que se presentan durante el desarrollo de la tuberculosis en bovinos, positivos a la
prueba de tuberculina y la presencia de M. bovis .

5. Objetivo General.

Correlacionar las lesiones histopatolégicas de bovinos positivos a la prueba
de tuberculina, con la presencia de M. bovis en el tejido lesionado mediante un
analisis molecular (PCR).
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6. Objetivos particulares.

6.10btener nddulos linfaticos retrofaringeos (NLR), traqueobronquiales (NLTB),
mediastinicos (NLM), submandibulares (NLSM) y pulmén (I6bulo craneal) de

bovinos positivos a la prueba de tuberculina en la FES-C4.

6.2 Clasificar las lesiones histopatoldgicas de acuerdo a sus caracteristicas (tipos

celulares, morfologia, etc.)

6.3 Determinar la presencia de bacilos acido alcohol resistentes en preparaciones

histoldgicas teriidas con la técnica de Ziehl Neelsen.

6.4 Determinar la existencia de DNA de M. bovis. En muestras de tejido

congelado mediante una PCR anidada.

6.5 Establecer la concordancia entre: 1.-Caracteristicas Histopatologicas,
2.- Tincidn de Ziehl Neelsen, 3.- Presencia de DNA de M. bovis. 4.- Sitio de
lesiébn macroscopico, mediante el calculo del coeficiente de Cohen’s KAPA
(K=)
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7. Estrategia.

Bovinos (+)
Ala prueba de
tuberculina
Rastro
l Fijacion en
formalina
Toma de muestras |— | bufferada al 10%
de Nédulos
Congelacion |+ Linfaticos, pulmén l
y érganos con
l lesiones visibles Procesamiento
para
Extraccion de Histopatologia
DNA
Determinar la - l - l
presencia de M. Tinciéon Tincion Z.N
bovis, mediante H.E l
una PCR anidada l
Determinar
Determinar la presencia
caracteristicas de BAAR
histolégicas

l

Establecer una
clasificacion de lesiones

Diagrama 1. Estrategia de la investigacion.
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8. Material y Métodos.

8.1 Animales.

Se utilizaron 23 hembras (22%) de la raza Holstein Friesian del rancho
Almaraz de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, el cual es una
explotacion semi-intensiva en el area de novillas de reemplazo e intensiva en el
area de produccioén.

8.2 Inspeccién postmortem.

Los animales se sacrificaron mediante pistola de émbolo oculto. Las
canales se inspeccionaron y los érganos se revisaron como demanda la CANETB
& con la finalidad de encontrar lesiones compatibles a la TBB. Los érganos que se
inspeccionaron fueron: A) Noédulos Linfoides: Sub-mandibular (NLSM)
Retroferingeos (NLR), traqueobronquiales (NLTB), mediastinicos (NLM), pre-
escapulares (NLP), precrurales (NLPR), iliacos (NLI), supramamarios (NLSM) y
popliteos (NLPO). B) Tejido pulmonar (P).

Las lesiones encontradas se clasificaron de acuerdo a su tamarno como:

{+) Lesiones de menos de 5mm de diametro y de 1 a 2 |esiones visibles.
(++) Lesiones entre los 6 y 10 mm, mas de 3 lesiones.

(+++) Lesiones multiples mayores a 10mm.

Todas las muestras de tejido con o sin lesiones de TB, fueron sometidas a
estudios histopatolégicos. Una parte de cada una de estas muestras se conservé
en congelacion para la extraccion de DNA.

8.3 Histopatologia.

Para el estudio histopatolégico se tomo aproximadamente una muestra de

1.5cm® y se depositaron en formalina bufferada al 10% para ser procesadas y
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tefiidas con H.E, y posteriormente con la tincion de Zielh-Neelsen para detectar la
presencia del bacilo. Para el andlisis histopatolégico se utilizé una clasificacién de
las lesiones sustentada principalmente en los tipos celulares y cambios
patologicos encontrados de la siguiente manera:

Tipo |- Exudados con neutréfilos, monocitos, macrofagos, células epiteloides,

células gigantes, linfocitos y células plasmaticas y ausencia de fibrosis. Figura 3.

Tipo Il.- Similares a las tipo | pero con una necrosis caseosa, fibrosis y con
diversos grados de acumulos de material sugestivo a calcio. Figura 4.

Tipo lll.- Corresponde a la lesion tipica del granuloma, las mismas caracteristicas
de la lesion tipo 1l pero con una capa fibrosa gruesa y necrosis caseosa central.
Figura 5a y 5b.

8.3.1 Preparacién histopatolégica.

L.as muestras después de estar fijadas por 72 hrs. en formalina bufferada al 10%

se sometieron a los siguientes pasos:

e Lavado con agua corriente por 1hr.

e Alcohol al 70% 1hr.

e Alcohol al 80% 1hr.

¢ Alcohol al 96%, dos pasos, el primero de 1hr. y el segundo de 2hrs.
e Alcohol absoluto, dos pasos de 2 hrs. cada uno.

¢ Xileno, dos pasos de 2 hrs. cada uno.

¢ ' Parafina, dos pasos de 2 hrs. cada uno.

Posteriormente las muestras son incluidas en una rejilla de aluminio con
parafina para uso histolégico con un punto de fusién de 56-58 C, se identifican y
se dejan enfriar, para pasar al corte, el cual se realizara con el microtomo,

obteniendo cortes de 5 micras de grosor.
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Para el montaje se utilizé un bafio de flotacion a una temperatura de 40°C
agregando 1% de grenetina, donde se forma una pelicula de adhesién entre la
muestra y el portaobjetos. Posteriormente las laminillas se secan en una platilla

térmica por 10 o 15 min., para eliminar el exceso de agua.

8.3.2 Tren de coloracién de H.E:

Las laminillas se colocan en rejillas metdlicas, para que puedan ser
sumergidas en los diferentes alcoholes y sustancias, la cuales se encuentran en
recipientes de cristal.

¢ Xileno, dos pasos de 10 min. Cada uno.

¢ Alcohol absoluto un paso de tres min.

¢ Alcohol al 90% un paso de tres min.

¢ Alcohol al 80% un paso de tres min.

¢ Alcohol al 70% un paso de tres min.

e Lavado cor agua corriente.

¢ Hematoxilina de Harris un paso de 5 a 10 min.

e Lavado con agua corriente, 3 pasos.

« Diferenciacion con Alcohol acido, un paso rapido.
¢ Lavado con agua corriente y viraje, tres pasos.

¢ Eosina amarillenta alcohdlica, un paso de 30 seg.
¢ Alcohol al 90%, dos pasos de tres min. cada uno.
¢ Alcohol absoluto, dos pasos de tres min. cada uno.
¢ Xileno, dos pasos de diez min. cada uno.

¢ Montaje con resina sintética.
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8.3.3 Tren de coloracion de Ziehl Neelsen (Z.N):

¢ | avado a chorro de piseta con agua destilada.

¢ Colorante carbén fucsina, un paso de 30 min.

¢ lLavado a chorro de agua corriente.

¢ Decoloracion en alcohol acido, hasta que las muestras presenten un color
rosa palido.

e lLavado con agua corriente, por 8 min.

¢ Contrastar con azul de metileno, hasta que las muestras presenten un color
azul palido.

¢ Lavado a chorro de agua corriente.

¢ Lavado a chorro de piseta con agua destilada.

¢ Alcohol al 90%, dos pasos de tres min. cada uno.

¢ Alcohol absoluto, dos pasos de tres min. cada uno.

e Xileno, dos pasos de diez min. cada uno.

o Montaje con resina sintética.

8.4. Extraccion de DNA gendmico.

Para esta prueba se utilizaron los tejidos que se conservaron en
congelacién. El procedimiento de extraccion se realizdé mediante el siguiente
protocolo:

1.- Las muestras se maceraron con 1.0 ml de buffer TE, y se centrifugaron a
13,000 rpm, durante 5 min. y se decanté el sobrenadante.

2.- Se les agregd 1.0 ml de buffer TE, se repiti6 la centrifugaciéon a 13,000 rpm,
durante 5 min. y se decanté el sobrenadante.

3.- Se les agreg6 400 pl de TE. 10X.

29



4.- Se agreg6 50 ul de Lizosima (100 mg/ml), se agitaron con vortex hasta

mezclar y se incubaron 1hra 37° C.

5.- Se agreg6 70 ul de SDS al 10 % y 6 pl de Proteinasa K (10mg/ml) y se agitaron
con vortex hasta mezclar y se incubaron 10 min. a 65°C. Se puede dejar toda Ia
noche a 45°C. Después de la incubaciéon se puede guardar el tubo a —20°C en
congelacion por tiempo indefinido.

6.- Se agregaron 100 pl de cloruro de sodio (NaCl) 5M.

7.- Se agregaron 80 pl de una solucion CETAB/NaCI, y se agitaron con vortex

hasta que el contenido del tubo se torne blanco lechoso y se incubaron 10 min. a
65°C.

8.- Se agreg6 un volumen igual (700 a 800 pl) de cloroformo/alcohol isoamilico

24:1, y se agitaron con vortex hasta mezclar y se centrifugaron 5 min. a 13,000
rpm.

9.- Se transfirié el sobrenadante de cada tubo (liquido claro de la parte superior
aproximadamente 600 ul) a un tubo nuevo (evitando tomar interfase). Identificado

previamente. Después de la incubacion se puede guardar el tubo indefinidamente.
10.- Se agregd 0.6 volimenes (350 ul) de isopropanol absoluto para precipitar los
acidos nucleicos, se incubé a —20°C en congelacién durante 30 min. O toda la

noche. Se puede quedar indefinidamente.

11.- Se centrifugaron 30 min. a 13,000 rpm y se decant6 el sobrenadante en un
frasco.

12.-Se lav6 la pastilla de DNA que se encontr6 en el fondo del tubo con 1ml de
etanol frio al 70%.
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13.-Se centrifugaron 5 min. a 13,000 rpm y se decanté el sobrenadante, teniendo
cuidado de no tirar la pastilla.

14.- Se dajaron los tubos los tubos abiertos a 37°C hasta que se secé la pastilla,
aproximadamente 10 min.

15.- Una vez que se secd la pastilla, se resuspendieron en 50 pl de agua
desionizada MILI-Q y se calentaron a 65°C por 5 min.

16.- Se corrieron las muestras en geles de agarosa al 1.0% a 120 volts durante 50
min.

8.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR control y PCR anidada)

Las muestras que se obtuvieron de la extraccion del DNA gendmico fueron
evaluadas, mediante la realizacion de una PCR control, utilizando los iniciadores
CyB1 (MWG-Biotech) (5-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3) y CyB2
(MWG-Biotech) (5-GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3) que amplifican una
regiébn de 375pb del gen que codifica al Citocromo b mitocrondial. La cantidad de
DNA utilizado de cada muestra fue de 10ul y las concentraciones finales en la
reaccion de amplificacion para 50ul fueron: Mg. 3mM, dNTP’s .25mM, Buffer 1X,
1.0 pM de los iniciadores CyB1 y CyB2 y 2UI de la ADN Polimerasa Termoestable.
Se us6 un Termociclador “Gene Amp. PCR System 2400” de Perkin ELMER, con
un programa de amplificacion de 40 ciclos totales con 94°C para la
desnaturalizacién por 35 seg. 58°C por 40seg. para la alineacion y 72°C por 30

seg. para la amplificacion.
En los productos amplificados con los iniciadores CyB1 y CyB2 se buscé la

presencia de Mycobacterium bovis a través de una PCR simple utilizando los
iniciadoresTB1-F (MWG-Biotech) (5-GAACAATCCGGAGTTGACAA-3") y TBR-1
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(MWG-Biotech) (6"-AGCACGCTGTCAATCATGTA-3") para amplificar una region
de 375pb del gen que codifica la proteina de secrecion MPB70 del complejo
Mycobacterium tuberculosis. La cantidad de DNA utilizado de cada muestra fue de
10ul y las concentraciones finales en la reaccion de amplificacion para 50pl
fueron: Mg. 3mM, dNTP’s .25mM, Buffer 1x, .8pM de los iniciadores CyB1 y CyB2
y 2Ul de la ADN Polimerasa Termoestable. Con un programa de amplificaciéon de
24 ciclos totales con 94°C para la desnaturalizacién por 45 segundos, 58°C por

60seg. para la alineacion y 72°C por 60seg. para la amplificacion.®®%

Posteriormente en los productos amplificados con los iniciadores TB1-F y TBR-1
se busco la presencia de Mycobacterium bovis a través de una PCR anidada
utilizando los iniciadores M22/3 (5-GCTGACGGCTGCACTGTCGGGC-37) y
M22/4 (5-CGTTGGCCGGGCTGGTTTGGCC-3") que amplifican 208pb del gen
MPB70. Para la PCR anidada se tomaron 10pl del PCR simple y las
concentraciones finales en la reacciébn de amplificacion para 50ul fueron: Mg.
3mM, dNTP’s .25mM, Buffer 1x, .5pM de los iniciadores CyB1 y CyB2 y 2Ul de la
ADN Polimerasa Termoestable. Con un programa de amplificacién de 40 ciclos
totales con 95°C para la desnaturalizacién por 45seg, 72°C por 60seg para la
alineacion y 72°C por 60seg para la amplificacion.

Los productos de amplificacion obtenidos se visualizaron en el
transluminador 4000, Strategene en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro
de etidio (10mg / mi). Para corroborar el tamafio de los productos de amplificacion
se utilizd un marcador de bajo rango de ADN ADNpBR322/Mspl Biotecnologias

Universitarias empleando 3pl del marcador.
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8.6 Analisis estadistico.

Se utiliz6 la prueba de Cohen’s Kappa (STAT version 7.1), la cual permite
medir el grado de concordancia existente entre mediciones de la misma categoria
estudiada. lLa estadistica kappa tiene un rango de valores que van desde -1
hasta +1, dependiendo de la magnitud de la concordancia y la probabilidad de que
ésta sea debida solamente al azar. La interpretacion de este rango de valores se

resume en el Cuadro C.

Cuadro C. Interpretacion de la estadistica kappa para evaluar el indice de

concordancia.
diOr de erpretdcio
=8]8,
1 Concordancia perfecta (no es debida al azar)
0.76 2 0.99 Concordancia excelente (mucho mayor que debida al azar)
0.40a0.75 Concordancia de adecuada a buena {(mayor que la
debida al azar)
0.01a0.39 Concordancia insuficiente (puede ser debida
Solamente al azar)
0.00a-1 Concordancia inadecuada (menor de la que puede ser debida al
azar)

Adaptado de Fleiss (1981)
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9. Resultados

9.1 Estudio anatomopatolégico:

Para determinar la presencia de lesiones visibles sugestivas a tuberculosis
en este estudio, se inspeccionaron 23 canales obteniéndose las siguientes
muestras: NLTB, NLSM, NLR, NLP, NLSM, NLMT, NLPR, NLIy P. Los resultados
demostraron lesiones macroscopicas visibles (LV) sugestivas a tuberculosis sélo
en 8 canales (39.16%) (Figura 1 y 2), siendo los NLM los més afectados con 4
casos (50%), seguido de los LNR con 3 casos (37.5%), las cuales se
caracterizaron por tener aspecto nodular de color amarillento, dichas estructuras
presentaban diversos tamafios de entre 2 mm hasta varios centimetros de
diametro, la mayoria de ellos con mineralizacién crepitante al corte y delimitados
por una capsula (Cuadro 1). En los 15 casos restantes se observd un aumento de
tamafio generalizado en algunos nédulos linfoides, que al corte solo denotaban

una coloracion rojiza entre la corteza y la médula.
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Cuadro 1. Resuitados de la inspeccion post mortem de 23 vacas

reactoras a la tuberculina incluidos en este estudio

No. Lesiones sugesﬂvcs Localizacién. LI“arnaiio/N&imew:u
de tuberculosis
1 o NLM yP (+4+4)
2 CLvV NLTB y P. (+++)
3 CLv NLM y NLH (+++4)
4 cLV NLR y NLM )
5 CLv NLR (++4)
6 CcLv N.L (+1)
7 CLV. NLTB yNLR (++)
8 CcLvV NLM y NLR (++4)
9 SLv SLv SLV
10 SLv SLv SLvV
11 S SLv SLV
12 SLvV SLvV SLvV
13 SLvV SLV SLvV
14 sLv SV SLV
15 SLV SLv SLV
16 SLv SLv SLV
17 SLV SLv SLV
18 SLvV SLV SLvV
19 SLvV SLV SLvV
20 SLV SLV SLvV
21 SLv SLv SLV
22 SLv SLv SLV
23 SLV SLv SLvV

CLV: Con lesiones visibles; SLV: Sin lesiones visibles; (+) Lesiones de menos de 5 mm de
diametro y de 1 a 2 lesiones visibles; (++) Lesiones entre los 6 y 10 mm; (+++) Lesiones miuiltiples
mayores a 10 mm. Noédulos Linfoides: Sub-mandibular (NLSM) Retroferingeos (NLR),
traqueobronquiales (NLTB), mediastinicos (NLM), pre-escapulares (NLP), precrurales (NLPR),
iliacos (NLI), supramamarios (NLSM) hepatico (NLH) y popliteos (NLPO). Tejido pulmonar (P).
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Figura 1. Lesiones granulomatosas en la médula de nédulos linfoides
traqueobronquiales.

Figura 2. Lesiones granulomatosas en la capsula de nédulo linfoide
Retrofaringeo.



9.2 Clasificacién de lesiones.

Tipo |.- Exudados con neutréfilos, monocitos, macréfagos, células epiteloides,

células gigantes, linfocitos y células plasmaéticas y ausencia de fibrosis. Figura 3.

Tipo l.- Similares a las tipo | pero con una necrosis caseosa, fibrosis y con

diversos grados de acumulos de material sugestivo a calcio. Figura 4.

Tipo lll.- Corresponde a la lesion tipica del granuloma, las mismas caracteristicas

de la lesion tipo Il pero con una capa fibrosa gruesa y necrosis caseosa central.
Figura 5a y 5b.

9.3 Analisis histopatologico

Al andlisis histopatologico de las muestras se encontraron 26 lesiones
sugestivas a TBB, 11 casos del tipo | (42.3%), del tipo Il (38.4%) y del tipo IlI
(19.2%). En orden descendente por nimero de lesiones en los érganos analizados
se encontraron 9 en NLR, 6 en NLTB, 5 en Pulmén y 2 en NLS. En todos los
drganos analizados se encontraron lesiones de los 3 tipos a excepciéon del NL
submandibular donde no se hallaron lesiones del tipo lli. (Cuadros 2-6). Solo en 2
animales reactores se encontraron lesiones en pulmones, una de ellos solo visible
a la histopatologia (Cuadro 6). La deplecion linfoide se encontré en todos los NL,
en NLR en 6 casos, NLM en 4, y 3 en NLS o NLTB. En el tejido linfoide asociado
a los bronquiolos en el pulmén no se observo deplecién linfoide. La concordancia

entre lesiones a la inspeccién post mortem e histopatologicas fue k = 0.59.

Independientemente del drgano, asi como del tipo de lesién, se encontraron
bacilos acido alcohol resistentes a la tincion de Ziehl Neelsen en todas las lesiones
microscopicas identificadas a la histopatologia (Cuadros 2-6). La localizacion de
las bacterias estaba confinada al citoplasma de células gigantes tipo Langhans,
Figura 6. En los cambios degenerativos identificados como deplecion linfoide no
se encontraron bacterias. La concordancia entre lesiones microscopicas y

macroscopicas con la presencia de bacilos acido alcohol resistentes fue (k = 1) y
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(k = 0.59), respectivamente. En cuanto a la concordancia entre la presencia de
bacilos acido alcohol resistentes y con los tipos histologicos la concordancia se
encontré en los tipos 1 de (k = 0.87), |l de (k = 0.86) y en los tipo Ill de (k = 0.41).
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Figura 3. Clasificacion histopatolégica Tipo |: Exudado de macréfagos (M),
células gigantes (CG), linfocitos (L) y células plasmaticas (CP), ademas de la
ausencia de fibrosis y calcificacion. H.E 40X.
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Figura 4. Clasificacién histopatolégica Tipo Ili: Lesién similar al de tipo I,
mostrando necrosis caseosa y posible calcificacién al centro (C) caracterizado por
un intenso precipitado basdéfilo. Posterior al centro caseoso se observan células
inflamatorias principalmente células epiteloides (CE) y M¢,mas hacia la periferia
un intenso puntilleo basdéfilo que corresponde al acimulo de linfocitos. (L) , H.E
40X
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Figura 5a: Clasificacién histopatolégica Tipo lll: Se observa un centro de necrosis
caseosa (NC) y a la periferia se observa un infiltrado celular predominantemente
mononuclear (MN) y una gruesa capa de tejido conectivo (TC), H.E., 10X.

41



Figura 5b: Granuloma tipico, donde se observa una amplia zona eosinofilica que
corresponde a una necrosis caseosa (NC) delimitada por una franja intensamente
baséfila que corresponde al infiltrado mononuclear (MN). H.E., 10X.
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Figura 6 Identificacion de bacilos (B) acido alcohol resistentes (BAAR) dentro de
una célula gigante (CG) Mediante la tincién de Ziehl Neelsen, 100X.
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9.4 Estudio de PCR:

A partir de las muestras colectadas en la inspeccion y de forma separada
se aislé DNA total para analizar la presencia de M. bovis mediante una PCR
anidada. (FIGURA 7). Del las 44 muestras analizadas en total, 24 muestras
resultaron positivas PCR (54.5%). Las muestras positivas a PCR correspondian a
10 de las 23 vacas reactoras (43.4%). En 6 vacas se obtuvo una reaccion de PCR
positiva en mas de una muestra y en las cuatro restantes solo en una ocasion. De
los NL traquebronquiales 5 de 7 casos resultaron positivos, en los retrofaringeos 6
de 10, en los mediastinicos 2 de 8, en los submandibulares 4 de 9 y en pulmones
7 de 10. La concordancia de la PCR con la presencia de lesiones visibles ala IP o
lesiones histopatolégicas fue inadecuada.

307pb
238pb

217pb
201pb

Figura 7. Gel de agarosa al 2%. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: M.
avium. Carnl 3 y 4: M. bovis. AN5. Carril 5-13: Muestras de tejido negativas.
Carril 14: Muestra de tejido positiva con un peso de 208pb. Carril 15: Agua.



Cuadro 2. Resultados a la inspeccién post mortem, histopatologia y PCR de
linfonodos traqueobronqueales recuperados de 7 vacas reactoras a la tuberculina.

ipo de lesién Histolégica
o | Ve |pcr|Lv e P
| ] 1] DP
1 2 () () Y (+)
2 3 M6 " )
3 5 | (+) () G
4 7 () [ * * *)
5 13_[(H)]06) 0O
6 19 1 (H106) e
7 23 | (Y]] 7 ¥ {+)
Total 5 2 3 2 1 3 4

LV: Lesiones Visibles. DP: Deplesion Linfoide. Z.N: Zieht Neelsen. PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa. Tipo I
Exudados con neutrdfilos, monocitos, macrdfagos, células epiteloides, células gigantes, linfocitos y células plasmaticas,
ademés de ausencia de fibrosis. Tipo II: Similares a las tipo | pero con una necrosis caseosa y fibrosis, con diversos grados
de calcificacion. Tipo Hl: Corresponde a la lesi6n tipica del granutoma, tas mismas caracteristicas de la lesion tipo Il pero
con una capa fibrosa gruesa y necrosis caseosa central.

Cuadro 3. Resultados a la inspeccién post mortem, histopatologia y PCR de
linfonodos retrofaringeo recuperados de 10 vacas reactoras a la tuberculina.

:t V;;:.a PCR| LV Tlp')o de Itlalslon l—::lstolo%l;a ZN
1 2 MO " (+)
2 3 (+) [ () e
3 4 ()] * ¥ (+)
4 5 (N (G2 e * (+)
5 7 (@NIG) 1. * (+)
6 116 |06) 0
7 13__ | (H) () L 0)
8 19 [ (M)]0) O
9 2 | (H][6) T 6)
10 2 (0|06 e

Total 6 3 4 3 2 6 4

LV: Lesiones Visibles. DP: Deplesién Linfoide. 2.N: Ziehl Neelsen. PCR: Reaccion en Cadena de Ia Polimerasa. Tipo I:
Exudados con neutréfilos, monocitos, macréfagos, células epiteloides, células gigantes, linfocitos y células plasmaticas,
ademé&s de ausencia de fibrosis. Tipo ll: Similares a las tipo | pero con una necrosis caseosa y fibrosis, con diversos grados
de calcificacion. Tipo Ill: Comresponde a Ia lesion tipica del granuloma, las mismas caracteristicas de la lesion tipo Il pero
con una capa fibrosa gruesa y necrosis caseosa central.
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Cuadro 4. Resultados a la inspeccién post mortem, histopatologia y PCR de
linfonodos mediastinico recuperados de 8 vacas reactoras a la tuberculina.

NL. a i ion Histolégica
.y VN:.:«: PCR|LV T;I)ode IT'S H"Tt Iég[# ZN
1 2 ()16 e
2 3 ) [6) * * (+)
3 5 ) 1() )
4 7 () () e
5 131 0()[6) )
6 19 1106 O]
7 22 QRG] e
8 23 | (O] - (+)
Total 2 0 1 2 1 4 2

LV: Lesiones Visibles. DP: Deplesion Linfoide. Z.N: Ziehl Neelsen. PCR: Reacci¢on en Cadena de la Polimerasa. Tipo k
Exudados con neutréfilos, monocitos, macrofagos, células epitetoldes, células gigantes, linfocitos y células plasmaticas,
ademas de ausencia de fibrosls. Tipo II: Similares a las tipo | pero con una necrosis caseosa Y fibrosis, con diversos grados
de caicificacion. Tipo Il Comresponde a 1a lesidn tipica del granuloma, las mismas caracteristicas de la lesion tipo Il pero
con una capa fibrosa gruesa y necrosis caseosa central.

Cuadro 5. Resultados a la inspeccion post mortem, histopatologia y PCR de
linfonodos submandibular recuperados de 9 vacas reactoras a la tuberculina.

:l‘;' V;:a pcr| Ly Tipo de lesion Histolégica N
) ) I I m | op
1 2 () 16 )
2 3 MGt (+)
3 4 (+) 1) )
4 5 ) () @)
5 7 () () )
6 11 () 1) -)
7 13 | (H)[0) e
8 19 1 (H)]06) @)
9 23 | () [0) O]

Total 4 o] 1 1 0 3 |1

LV: Lesiones Visibles. DP: Deplesién Linfoide. Z.N: Ziehl Neelsen. PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Tipo I
Exudados con neutrofilos, monoditos, macrofagos, células epiteloides, células gigantes, linfocitos y células plasmaticas,
ademas de ausencia de fibrosis. Tipo }l: Similares a las tipo | pero con una necrosis caseosa y fibrosls, con diversos grados
de calcificacion. Tipo lIi: Comresponde a la lesion tipica del granuloma, las mismas caracteristicas de la lesién tipo il pero
con una capa fibrosa gruesa y necrosis caseosa central.
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Cuadro 6. Resuitados a la inspeccion post mortem, histopatologia y PCR de
pulmones recuperados de 10 vacas reactoras a la tuberculina.

NL. Vaca PCR| LV Tipo de lesion Histolégica | ZN
No. No. | I m | op
1 1 H[H ¥ * (+)
2 2 (@ ML A I * )
3 3 ()16 )
4 4 (#) () )
5 5 )16 )
6 7 +)16) ()
7 11 () [0) ()
8 19 | (+) () )
9 20 | (5 |() ()
10 2 | (9)]06) )
Total 7 2 2 2 1 0 2

LV: Lesiones Visibles. DP: Deplesion Linfoide. Z.N: Zieht Neelsen. PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Tipo I
Exudados con neutréfilos, monocitos, macréfagos, células epiteloides, células gigantes, linfocitos y células plasmaticas,
ademas de ausencia de fibrosis. Tipo H: Similares a las tipo | pero con una necrosis caseosa y fibrosis, con diversos grados
de calcificacién. Tipo Hl: Comresponde a la lesion tipica del granuloma, las mismas caracteristicas de 1a lesién tipo 1l pero
con una capa fibrosa gruesa y necrosis caseosa central.
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10. DISCUSION.

En el presente trabajo utilizando una PCR anidada especifica para una
secuencia del gen MPB70 del complejo M. tuberculosis, se analizé la presencia de
M. bovis en 23 bovinos reactores a la tuberculina de un hato en donde ya se
habian tomado acciones de control sustentadas en la Norma Oficial Mexicana
(NOM), es decir mediante prueba de tuberculina y sacrificio. Adicionalmente, se
analizé6 la relacién que guardan los resultados de la PCR anidada con algunos
parametros, tales como: Tipo de lesion histopatologica, sitio de lesion

macroscépica y presencia de bacilos acido alcohol resistentes.

La prueba de tuberculina en cualquiera de sus modalidades tiene una baja
especificidad comparada con las pruebas inmunolégicas y moleculares, tal como
se demuestra en diversos trabajos. Lo anterior debido a que el PPD esta
preparado a partir de cultivos de M. bovis cepa AN5 especie que comparte mas
del 95% de su genoma con cualquier otra bacteria del mismo género, incluyendo
las especies atipicas y las del complejo M. avium. Lo cual nos puede llevar a
obtener resultados falsos positivos o falsos negativos, por lo que es necesario
desarrollar métodos de diagnéstico altamente sensibles para identificar animales

infectados, es decir, sefialar todos los animales enfermos y sanos.

Es por eso que en este trabajo se consider6 importante el diagndstico de la
Tb por medio de la biologia molecular, utilizando la técnica de PCR y la relacion
que guarda con esta prueba el tipo de lesion histopatolbgica, sitio de lesidn

macroscopica y presencia de bacilos acido alcohol resistentes.

Unicamente en poco mas de la tercera parte de bovinos reactores
analizados se encontraron lesiones visibles sugestivas a TB 8/23 (39%). siendo
los NLM los mas afectados con 4 casos (50%), seguido de los LNR con 3 casos
(37.5%), los NLTB con 2 (8.6%), los NLH con 1 (4.3%) Y tan solo 2 animales con

lesiones en los pulmones (8.6%). En todos los demas NL inspeccionados se
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encontré evidencia de cambios inespecificos, como el aumento de tamario y
congestion. Este resultado se considera bajo en comparacion al obtenido por
Estrada-Chavez (1995), el cual encontré que el 67% de animales provenientes de

un hato de alta prevalencia presentaban lesiones sugestivas a TB.

Se considera que en explotaciones en las que no se ha realizado ningin
tipo de control y saneamiento de la Tb., es posible encontrar hasta un 90% de
animales reactores con lesiones en NL asociados al tracto respiratorio y hasta un
64% de animales con un foco primario en el tejido pulmonar. Conforme la
prevalencia disminuye y es establecido un programa de control de la TB, el

porcentaje de animales con lesiones IP se reduce. (Estrada-Chavez 1995).

El 25% de los animales presentd lesiones en un solo organo (2/23),
mientras que le otro 75% presentd lesiones en diferentes localizaciones. La
presencia de lesiones en NL asociados al tracto respiratorio ha sido descrita en
diversos trabajos y se considera caracteristica de la TB, ya que del 23% al 32% de
los animales tuberculosos las presentan (Estrada-Chavez, 1995; Whipple y Col,,
1996; Corner, 1994)

La frecuencia y localizacién de las lesiones en este estudio se asemeja a lo
reportado por otros autores, los cuales han encontrado que los NL mas afectados
son los relacionados con la cavidad toracica y en segundo lugar, estan
representados los NL asociados al tracto respiratorio superior o de la cabeza
(Nelly y Col., 2001). Con respecto a este tltimo punto, recientemente han sido
descritas las lesiones en tonsilas, sugiriendo otra ruta de infeccion via nasofaringe
y orofaringe (Cassidy y Col., 1999).

Por otro lado, el 65% (15/23) de los animales sacrificados no tuvieron

lesiones visibles, la ausencia de lesiones visibles también sugiere que la infeccién

era reciente en estos animales. No obstante, otra posibilidad es que las lesiones
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hayan sido muy pequefias como para observarse a simple vista, recordando que
la IP esta sujeta a error (Corner, 1994).

A la histopatologia, en todos los érganos analizados se encontraron
lesiones de los 3 tipos definidos. Las lesiones estaban localizadas principalmente
en NLR, NLTB y en Pulmén. El 25% de los animales presentaron lesiones en un
solo érgano (2/8), mientras que el otro 75% presentd lesiones en diferentes
localizaciones. Las lesiones en pulmén y NL traqueobronquiales son consideradas
como los focos primarios en fa patogénesis de la TB. La lesién Unica encontrada
en los NL hepaticos podrian ser un indicio de una infeccion diseminada a partir del
foco primario (Goodchild y Col., 2001), y con menor probabilidad a una infeccién

congénita, ya que son poco frecuentes (Francis, 1958.)

Casi la mitad del total de las lesiones eran del tipo | (42.3%) y del tipo Il
(38.4%), describiéndose en menor grado del tipo Il (19.2%). Las tipo |
corresponden a lesiones tempranas, las tipo |l a granulomas tipicos crénicos bien
encapsulados y mineralizados con necrosis central extensa, mientras que los tipo
Il son lesiones en transicién del tipo | al tipo Ili con poca necrosis, mineralizacion
y capsula definida pero delgada. Considerando estas diferencias es posible sugerir
que en la mayoria de los animales se encontraron lesiones de los diversos tipos
debido a que cada lesion es un proceso independiente, lo cual concuerda con lo
mencionada previamente por Danenberg 1991 en el modelo de conejo, uno de los
mas estudiados. Adicionalmente, seria importante definir si el inicio de los
procesos es via endégeno o exdgena, ya se debido a confluencia y diseminacion
de bacilos a partir de un foco primario o debido a una reinfeccion resultado de la
transmision y contacto entre dos animales infectados. En la explotacién en donde
se realiz6 el estudio la movilizacion de animales es nula, por lo que se piensa que
la infeccion respiratoria entre animales es la ruta mas importante de transmision
en comparacién con aquellos en que la infeccién puede provenir de fuentes
externas, ya sea por la introduccion de animales infectados o por la cercania de
explotaciones contaminadas (Goodchild y Col., 2001)
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La concordancia entre las LV e histologicas fue muy buena (k=59), esta
concordancia no es debido al azar, ya que al tener una lesion visible sugestiva a
TB encontraremos una lesién ya sea tipo I, Il o i con las caracteristicas
histologicas antes descritas. Asimismo la concordancia entre las lesiones ya
fueran visibles o microscopicas con la presencia de BAAR fueron de (k=59) y
{k=1) respectivamente, lo que nos indica que los BAAR estan presentes en
cualquiera que sea la lesién. En particular, los tipos histolégicos 1 y 2 mostraron
excelente concordancia (k =85), pero solo fue buena con los tipo Il (k = 0.41).
Estos udltimos datos podrian estar relacionados con la cantidad de bacilos
presentes en cada lesion, ya que es comun que su presencia disminuya conforme
aumenta la necrosis y licuefaccién del tejido.

Por otro lado, la deplecion linfoide se encontré en todas las muestras sin
lesiones sugestivas de Tb, con mayor frecuencia en los NLR y mediastinicos, pero
ningun caso coincidié con la identificacion de BAAR. Actualmente, utilizando como
referencia los estudios realizados con pacientes de diversas latitudes, asi como
datos epidemioldgicos en bovinos, se considera que mas de la mitad de los
individuos en la mayoria de las poblaciones muestra una resistencia natural a las
micobacterias patbgenas a bajas dosis. La transmision de la Tb tiene una tasa
denominada intermitente y puede traducirse como baja en general, aunque el
periodo reciente a la primo infeccion es mas comun y posteriormente es mas bien
raro {(Romero. 2003,Neill y Col, 1994). Asimismo la dosis de infeccion
generalmente es baja y mas baja atin en relacion a la prevalencia y a la severidad
de los casos. Con toda esta informacién generada y los hallazgos presentados es
posible suponer que la deplecion linfoide podria en las vacas reactivas haber sido

originada debido a infecciones que lograron ser controladas por la respuest:
inmune.
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Es pertinente resaltar la importancia de la histopatologia para el diagnéstico
y control de la Tb. En este trabajo se encontr6 un caso con lesiones microscopicas

sin lesiones macroscépicas, presentado lesiones del tipo | y Il en el NLM.

Algunas de las lesiones microscépicas mostraron una presencia importante
de un infiltrado polimorfonuclear. Se sabe que los neutrofilos son atraidos al sitio
de lesién por la accién quimiotactica de la IL-8 y TNF-O , y que juegan un papel
importante en la etapa inicial de la patogénia y en la formacién del granuloma
(Cassidy y Col., 1999).

Cerca de la mitad de las vacas reactoras se encontraron positivas a PCR
(43%) y en mas de la mitad de (54%), se obtuvo amplificacién del fragmento de
208 PB del gen MPB70 en mas de un drgano analizado. En un estudio previo
donde se validé el uso de esta herramienta para el diagnostico, se encontro un
sensibilidad del 100% de la PCR y una especificidad del 77% con una prevalencia
real calculada del 37% (estrada-Chavez 2004). No obstante que no se analizaron
todos los mismos organos en cada uno de los animales, en el presente trabajo se
analizaron 6rganos independientes, siendo los NL mas cominmente afectados los

retrofaringeos y los traqueobronquiales, ya que méas de la mitad de casos
analizados resultaron positivos.

No obstante el analisis estadistico mostré una concordancia inadecuada de
la patologia con los resultados de PCR (k<0.4). Esto no quiere decir que los
animales con lesiones sugestivas a TB, no sean detectados mediante la PCR. Se
sabe que la excrecion de la micobacteria es intermitente, pudiéndose haber
perdido un evento de excrecion bacteriana durante la cual no se tomé muestra.
Nelly (1992), demostré que bajas dosis infectivas no causan enfermedad, ni el

desarrollo de lesiones visibles al sacrificio.

52




Otra razon de este resultado es posiblemente debido a las diferencias en la
prevalencia del hato la cual es alta (43%). También no se debe olvidar factores
epidemiolégicos como son la funcién zootécnica, la etapa productiva de los
animales, el sexo la edad, la raza, las practicas zootécnicas, el tamano del hato, la
densidad de poblacién, las instalaciones ( hacinamiento y deficientes practicas de

limpieza), etc., que pudieran también intervenir en este proceso.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio y a lo reportado
por varios autores las técnicas de PCR deben considerarse como una prueba
complementaria para el diagnéstico de la Tb., ademas también en este estudio se
logré amplificar un control positivo M. bovis en todos los PCR’s que se realizaron,
por lo que se descarta la posibilidad de error en la técnica de PCR, por lo tanto los
resultados obtenidos en este trabajo son validos.
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11. CONCLUSIONES.

El presente trabajo permiti¢ reforzar la importancia que tiene la tipificacion
histopatolégicas de las lesiones para obtener informacion de la

epidemiologia de la Tb en una unidad de produccion.

La relaciones de la presencia de M. bovis en tejidos de animales positivos a
la prueba de tuberculina sin la necesidad de cuitivo es sin duda un aporte
importante para la valoracion de la prueba oficial y el diagnéstico oportuno
de la Tb en tejidos fresco obtenidos bajo condiciones de alta prevalencia o
al menos por arriba del 30%.

La utilizacién de métodos moleculares como la PCR anidada, pueden ser
herramientas Utiles altamente sensibles y especificas en la deteccion de
animales que estan diseminando la enfermedad, con la finalidad de
controlar la Tb en explotacion.

Se requieren futuras investigaciones, las cuales midan la relacion entre los
diversos factores epidemiolégicos como el medio ambiente, nutricion,
estrés, manejo zootécnico, entre otros, con la presencia de M. bovis en los

tejidos de los animales reactores a la prueba de tuberculina.
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