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Resumen

El agente causal de la tuberculosis bovina es Mycobacterium bovis que afecta principalmente a bovinos, sin
embargo, posee uno de los mas amplios rangos de hospederos, afectando especies como: humanos, primates
no humanos, vacas, venados, tejones, perros, entre otros. La informacién de tuberculosis en perros es escasa. El
objetivo del presente estudio fue la deteccion de M. bovis en una poblacion canina que cohabita con bovinos

naturalmente expuestos a la micobacteria.

El estudio se realizé en el Complejo Agropecuario e Industrial Tizayuca (CAIT), ubicado al sur del estado de
Hidalgo, integrado por 126 establos, actualmente se encuentran en produccién 73 establos con una poblacion
estimada de 18,000 bovinos lecheros. La poblacion canina se compone de 250 perros, la mayoria tiene acceso a
todas las areas del establo, algunos de ellos son alimentados con leche bronca y a veces llegan a consumir
placentas y fetos de los corrales en el establo donde habitan. A 65 perros escogidos al azar se les realizé
examen fisico general, prueba de tuberculina y ensayo de liberacion de interferon gamma (IFN-y). Los resultados
de la prueba de tuberculina fueron muy variados, teniendo reacciones que oscilaron entre 1 y 13 mm, el 13.85%
de los perros muestreados tuvo una reaccidon mayor a 5 mm. El 55.38 % (36 de 65) de los perros tuvo un
resultado positivo en la prueba de interferon gamma. Para identificar factores de riesgo, se busco la asociacion
de infeccién a M. bovis con una encuesta epidemioldgica. El analisis estadistico determind que los perros que
permanecen libres, es decir que no estan amarrados (OR 4.9, IC 95%) y que deambulan libremente por el
establo (OR 19.35, IC 95%) tienen mayor posibilidad de presentar un resultado positivo a la prueba de IFN-y.
Con base en los resultados de las pruebas anteriores, se seleccioné un subgrupo de perros para imagenologia
(19), de los cuales, unicamente 5 resultaron con lesiones sugerentes de neumonia. En el caso particular de un
perro al que se le realizé necropsia, macroscopicamente se observaron lesiones nodulares blancas multifocales y
zonas enfisematosas en los pulmones, al realizar la histopatologia se observé neumonia intersticial e hiperplasia
linfoide, con la tincion de Ziehl-Neelsen (ZN) se observan algunos macréfagos positivos (citoplasma rojo intenso).
De los tejidos colectados a la necropsia se obtuvo un resultado positivo de PCR (MPB 70). Por lo tanto

concluimos que M. bovis esta presente en la poblacion canina que cohabita con bovinos.

Palabras clave: Mycobacterium bovis, perros, prueba de interferén gamma (IFN-y), tuberculosis



Abstract

Mycobacterium bovis is the causative agent of bovine tuberculosis primarily affects cattle, however, has one of
the widest ranges of hosts, affecting species such as humans, non-human primates, cows, deer, badgers, dogs,
among others. Information of tuberculosis in dogs is scarce. The aim of this study was the detection of M. bovis in

a dog population living with cattle naturally exposed to the mycobacteria.

The study was conducted at the Agricultural and Industrial Complex Tizayuca (CAIT), located south of Hidalgo
State, comprising 126 stalls, currently 73 stables in production with an estimated population of 18,000 dairy cattle.
The canine population is composed of 250 dogs, most with free access to all facilities feed with raw milk and
animal tissues like placenta and fetuses. In order to identify risk factors associated to the infection, epidemiology
survey was conducted. Sixty five dogs were selected randomly to perform general physical examination,
tuberculin skin test and interferon gamma release assay (IFN-y). A subgroup of dogs was selected for imaging
(19) and necropsy (1). Dogs remaining free (not tied) (OR 4.9, IC 95%) and those with access to all facilities (OR
19.35, IC 95%) had more possibility to get a positive result on the IGRA test. Results of the tuberculin skin test
were ambiguous, having reactions between 1 and 13 mm, 13.85% of the population had a reaction over 5 mm.
The 55.38 % (36/ 65) of the dogs had a positive test result of gamma interferon. The x-ray results showed only
five dogs with pneumonia. At the necropsy white multifocal nodular lesions and emphysematous areas were
observed, histopathology showed interstitial pneumonia and lymphoid hyperplasia in the lungs, with Ziehl-Neelsen
(ZN) some positive macrophages (deep red cytoplasm) were observed. A positive PCR (MPB 70) was obtained
from tissues collected at necropsy. We conclude the presence of M. bovis in the canine population who lives

together with cattle.

Key words: Mycobacterium bovis, dogs, interferon gamma release assay (IFN-y), tuberculosis.



1. INTRODUCCION

Se tiene mucha razoén para creer que las necesidades psicoldgicas del hombre fueron la principal causa de la
domesticacion de los animales, asi como la necesidad de apoyo en sus actividades de trabajo y de alimentacion.
Muchas especies animales comparten el mismo ambiente y a menudo se benefician de la presencia del otro, sin
embargo, este no es el caso del hombre con los animales domésticos. La estrecha convivencia del hombre con
estos animales ha favorecido la presentacién de zoonosis con una gran variedad de agentes causales (Beck,
2013).

La tuberculosis bovina causada por Mycobacterium bovis es una enfermedad infecto-contagiosa de curso cronico
que causa pérdidas econdmicas de consideracién, ademas de que es una zoonosis. México es un pais endémico
de tuberculosis bovina, actualmente la prevalencia de la enfermedad en cuencas lecheras es del 16 %
(SENASICA, 2015), la presencia de otras especies en las unidades de produccion representan un problema en el

control y erradicacion de la enfermedad (Shrikrishna et al, 2009).

El hospedero principal de M. bovis es el bovino, sin embargo, posee uno de los mas amplios rangos de
hospederos, afectando especies como: humanos, primates no humanos, vacas, venados, tejones, perros, entre
otros (O’Reilly y Darbon, 1995). Se ha informado que la mayoria de los casos de tuberculosis canina es causada
por M. tuberculosis y se asocia a la convivencia cercana con pacientes tuberculosos. Por otro lado, la presencia
de perros en las producciones animales, asi como el consumo de leche bronca o restos de animales podria
favorecer la infeccién de los perros con M. bovis (Chomel y Arzt, 2013). Sin embargo la informacién disponible es

escasa.

El diagnostico en bovinos se lleva a cabo principalmente mediante pruebas ante mortem con la prueba de
tuberculina, y de manera complementaria se realiza el ensayo de liberacién de IFN-y. Los animales reactores a
estas pruebas deben ser sacrificados para la toma de muestras para histopatologia y microbiologia (NOM 031
Z00O 1995, Schiller et al, 2009). En los perros el diagndstico es una tarea dificil ya que las pruebas de
laboratorio, biopsias y radiografias dan resultados inespecificos, asimismo se ha observado que la prueba de

tuberculina no es confiable (Parsons et al, 2012, Chomel y Arzt, 2013).

El objetivo del presente trabajo fue detectar la presencia de M. bovis en una poblacién canina que cohabita con

bovinos, mediante pruebas inmunolégicas, microbioldgicas y de biologia molecular.
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2. REVISION DE LA LITERATURA

La tuberculosis puede ser considerada como un antiguo flagelo, ya que se sabe ha infectado al hombre a lo largo
de su historia. M. tuberculosis quiza ha matado mas personas en el mundo que cualquier otro microorganismo

patégeno (Daniel, 2006).

Se ha postulado que el género Mycobacterium se origind hace mas de 150 millones de afios. Las técnicas de
genética molecular y secuenciacién, asi como la baja tasa de mutacién del agente han permitido una mejor
estimacion del origen de las micobacterias, se ha propuesto, que el ancestro de M. tuberculosis estuvo presente

al este de Africa hace tres millones de afios y pudo haber infectado los hominidos de ese tiempo (Daniel, 2006).

Se ha encontrado también que otros miembros del complejo M. tuberculosis como M. africanum, M. canettii, asi

como M. bovis tienen un ancestro comun africano de hace 35 000 a 15 000 afios (Daniel, 2006).

Desde el descubrimiento de lesiones tuberculosas en momias egipcias en diferentes escritos antiguos, como
hindues y griegos, se ha mencionado a la tuberculosis como una enfermedad grave, de curacion dificil y fatal
(Ledderman, 2003, Altamirano, 2004). Existe también evidencia arqueoldgica de tuberculosis en América, se han
encontrado lesiones en momias peruanas de la época precolombina; lo que indica que la enfermedad se

desarroll6 antes de la llegada de los primeros exploradores europeos a América (Daniel 2006).
2.1 Tuberculosis

El término tuberculosis se utiliza para las enfermedades que son causadas exclusivamente por agentes del
complejo M. tuberculosis (M. tuberculosis; M. bovis; M. africanum; M. microti; M. canettii; M. caprae y M.
pinnipedii) (Abalos y Rematal, 2004).

La tuberculosis humana, se considera la segunda causa de mortalidad a nivel mundial, en el 2013, 9 millones de
personas contrajeron la enfermedad, mientras que 1.5 millones murieron por la enfermedad; mas del 95% de

dichas muertes ocurrieron en paises en vias de desarrollo (OMS, 2015).

Se estima que en 2013, 550 000 nifios contrajeron la enfermedad y 80 000 murieron por la misma causa. En

mujeres de entre 15 y 44 afios, la tuberculosis, es una de las cinco causas principales de muerte (OMS, 2015).

La tuberculosis bovina causada por M. bovis, es una enfermedad infecto-contagiosa, de curso crénico y
progresivo, que afecta a los animales y al hombre, por lo que se considera zoonosis. Se caracteriza por la
formacién de lesiones granulomatosas en diversos 6rganos, que merman la condicién fisica y productiva,
causando pérdidas econdmicas de consideracion (Abalos, y Rematal 2004; Herrera et al, 2009, NOM-031-ZOO-
1995). Es una enfermedad de notificacién obligatoria debido al impacto socioeconémico que genera y por las
dificultades que puede representar para el comercio internacional de animales y de sus productos en los paises
afectados (Bautista, 2011).
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Diversas especies animales domesticas como silvestres son hospederos de M. bovis, entre las que se
encuentran: cabras, ovejas, bufalos, venados, bisontes, antilopes, leones, leopardos, camélidos, zarigleyas,
liebres, hurones, cerdos domésticos y silvestres, jabalies, primates humanos y no humanos; asi como perros y
gatos. De acuerdo con la dinamica de la enfermedad las poblaciones de animales infectados pueden ser
considerados como hospederos de mantenimiento, aquellos que mantienen la infeccion en ausencia de fuentes
externas de reinfeccion (Boroughan et al, 2013), mientras que los hospederos incidentales (spillover hosts) son
aquellos animales en los que la enfermedad no persiste sin una fuente externa de reinfecciéon. En este tipo de
hospederos, la enfermedad desaparecera en cuanto la fuente de infeccién sea eliminada; pueden morir y no

desempefiar un papel en la transmision de la enfermedad (Palmer et al, 2012; Boroughan et al, 2013).
2.2 Caracteristicas del microorganismo

Las micobacterias son bacilos inméviles, acido alcohol resistentes, no esporégenos; con un alto contenido
lipidico en su pared celular. Las micobacterias patégenas son de lento crecimiento no fotocromogenicas Son
resistentes a desinfectantes acidos y alcalis, a la desecacion y otros factores adversos del medio (Thoen y
Barletta, 2004, Pfyffer, 2011); y susceptibles a cuaternarios de amonio, yodo y fenoles (SENASICA, 2015).

El genoma de M. bovis tiene un 99.95% de identidad con M. tuberculosis. Las diferencias en el genoma se deben
a las deleciones que M. bovis posee, por lo tanto estas diferencias se manifiestan en el fenotipo y patogenicidad
asi como rango de hospedadores de las mismas. Tras diversos estudios realizados, se ha llegado a la conclusion
de que M. canettii es el ancestro de todas las especies del complejo M. tuberculosis, ya que la pérdida de la
region RD9 dio origen a M. africanum, M. microti, asi como M. bovis. Las cepas de M. tuberculosis se originaron
por la pérdida del locus TbD1 (Thoen, 2006)

La patogenicidad de las micobacterias depende de la participacién de diversos componentes. Entre ellos,
podemos mencionar: la estructura de la pared celular de las bacterias (peptidoglucano, arabinogalactano y
acidos micdlicos), los acidos micdlicos participan en el factor de acordonamiento (dimicolato trehalosa). Los
sulfolipidos inhiben la formacién del fago-lisosoma en los macréfagos, asimismo son capaces de inducir cambios
importantes en la funcién fagocitica de las células, provocando una disminucion en la capacidad de respuesta de
dichas células hacia la micobacteria. Otros factores que pueden favorecer la sobrevivencia de la micobacteria
dentro de los macréfagos son: proteinas inmunoreactivas, lipoarabinomanano, arabinogalactano y acidos

micocerosicos (Thoen y Barletta, 2004).
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Figura 2.1. Estructura de la pared micobacteriana. Tomado y modificado de Chatterjee, 1997.

2.3 Patogenia de la enfermedad

La infeccién por micobacterias puede ser adquirida por diferentes vias, siendo la respiratoria la mas comun, por
lo que la distribucion de las lesiones son observadas en los linfonodos del tracto respiratorio principalmente. La
edad y comportamiento de los animales, asi como su medio ambiente son factores importantes para el desarrollo

y establecimiento de la enfermedad, asimismo lo seran factores inherentes al bacilo (Olsen et al, 2010).

Otra de las vias de infeccion puede ser mediante la ingestion de alimento y agua contaminada, las lesiones se

desarrollaran en linfonodos asociados al tracto gastrointestinal (Olsen et al, 2010).

Cuando el individuo entra en contacto con la micobacteria, pueden presentarse tres escenarios: 1) Control y
eliminacién del bacilo, por lo tanto el animal no se infectara ni enfermara. 2) El bacilo permanece viable en el
organismo del individuo, se controla al microorganismo y el animal no enferma. 3) El bacilo permanece viable en
el organismo del individuo, el sistema inmune controlara la micobacteria, puede desarrollarse una infeccion

latente o desarrollarse la enfermedad (Pollock y Neill, 2002).

Estudios experimentales en los que se han realizado infecciones en animales por diferentes vias, han
demostrado que el desarrollo de lesiones y la gravedad de la enfermedad dependeran de la via de infeccion.
Asimismo la localizacion de las lesiones afecta la excrecion de M. bovis por parte del animal infectado. Thoen

(2006) describid las siguientes vias de transmision:
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Respiratoria

La via respiratoria mediante la inhalacion de aerosoles conteniendo la micobacteria es la forma mas eficiente de
transmision, ya que requiere una dosis infectiva minima de microorganismos. Este tipo de transmisién se

presenta comunmente en animales confinados, o en los que viven en grupos.

Digestiva

La ingestion de la micobacteria es otra via importante de infeccién, para que un animal se infecte con la
micobacteria mediante esta via, es necesario que consuma agua o alimento contaminado con moco o

secreciones nasales, heces, orina o que consuma leche contaminada o cadaveres con lesiones.

Transcutanea

Esta via de transmisién es menos comun, puede ocurrir en humanos que manejen cadaveres infectados, la
infeccion se facilitara si existen lesiones en la piel; en el caso de los animales, la transmisién de dara mediante

mordidas de animales infectados (gatos, hurones y tejones).

Vertical

Esta via de transmision ha sido observada en tejones, zariglieyas y venados cola blanca, ademas de bovinos,

sugiriendo que las crias se infectan mediante la ingestion de leche de madres infectadas.
2.4 Respuesta inmune en la tuberculosis

La entrada de las micobacterias al macréfago puede darse por diferentes vias: receptores del complemento
(mediante células opsonizadas o no opsonizadas), receptores de manosa, receptores Fc mediante células
opsonizadas con IgG, receptores scavenger, asi como con la interaccion de la micobacteria con el colesterol de

la membrana celular (Pieters, 2001).

Una vez que las micobacterias llegan a los espacios alveolares del pulmén, comenzaradn a multiplicarse dentro
de los macréfagos y después de 10 a14 dias se dara la respuesta inmune celular, en esta etapa pueden suceder
dos cosas: los macréfagos adquieren la capacidad de eliminar al microorganismo intracelular (Thoen y Barletta,
2004), formandose la lesién caseosa (complejo primario encapsulado)(Manual Merk, 2014); o bien, si el animal
se encuentra inmunocomprometido, puede suceder una generalizacidn precoz, en la que mediante via linfatica el

bacilo llegara a diferentes 6rganos(Manual Merk, 2014).

Tras la internalizacién de la micobacteria en los macrofagos, empezara la produccion de citocinas
proinflamatorias como: IFN-y e IL17, TNF-a, IL-18, IL-12, IL-2, asi como antiinflamatorias como IL-10, IL-4, IL-5,
IL-6, TGF-B; ademas de quimiocinas CXCL 9, CXCL10 para el control de la micobacteria y la formacion de

granulomas (Aranday et al, 2013, Olsen et al, 2010).
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Estudios inmunohistolégicos han demostrado que las células T son las primeras involucradas en la formacion de

granulomas, los grupos involucrados en esta son: células T v, CD4 y CD8 (Pollock et al, 2005).

El control de la infecciébn por M. bovis, se basa en montar una respuesta inmune celular (Th 1), que se
caracteriza por la produccién de INF-y para la activacion de macrofagos e inicien su actividad microbicida. Las
células T CD4 son las células que inducen la producciéon IFN-y principalmente, las células y3 lo producen
también, pero en menor cantidad; por otro lado la actividad principal de las células T CD8 es la lisis de células

infectadas con micobacterias (Pollock et al, 2005).

Las investigaciones en cuanto a la respuesta inmune de tipo humoral, se han basado en la caracterizacién de
antigenos que sean utiles para el desarrollo de pruebas de serodiagnéstico. Se ha identificado que las proteinas
ESAT-6, MPT63, MPT70, MPT51, MPT32 Y MPB83 poseen epitopes importantes en las células B (Pollock et al,
2005).

2.5 Situacion de la Tuberculosis Bovina en México

Siendo México un pais endémico de tuberculosis bovina, hasta antes de 1992, la prevalencia de la misma era
desconocida, tras la implementacion de la Campafia Nacional contra la Tuberculosis Bovina (NOM 031 ZOO
1995), actualmente existen 25 estados clasificados con baja prevalencia (>0.5%) en ganado de carne
(SAGARPA-SENASICA, 2015).

Se considera que el 15.87 % del territorio mexicano se encuentra en fase de control con una prevalencia
promedio del 2.05%; sin embargo, la prevalencia en cuencas lecheras es del 16.5% (SAGARPA-SENASICA,
2015).

La enfermedad causada por M. bovis en el humano clinicamente es indistinguible de la causada por M.
tuberculosis (Winthrop, 2005). La diferenciacion entre estos dos microorganismos, solo puede llevarse a cabo
mediante técnicas bacteriolégicas o de biologia molecular, por lo que es dificil tener una estimacion precisa de
los casos de tuberculosis humana causada por M. bovis (8 a 16 %) (De la Rua-Domenech, 2006). La tuberculosis
causada por M. bovis es una zoonosis que puede ser considerada como esporadica desde que se llevaron a
cabo medidas de prevencion como la pasteurizacion de productos lacteos. Sin embargo, se ha informado un
incremento en el nimero de casos en humanos debido al consumo de productos lacteos sin pasteurizar o por la

migracion de personas a otros paises (Torres-Gonzalez et al, 2013).
2.6 Diagndstico

El objetivo principal de los programas de control y erradicacién de tuberculosis en los paises afectados consiste
en la deteccion y eliminacion de animales enfermos, de los cuales la mayoria desarrollara una infeccién
subclinica (De la Rua et al, 2006). El método de diagndstico de tuberculosis mas utilizado es la prueba de

tuberculina; consiste en la reaccion de hipersensibilidad retardada tras la aplicacién intradérmica del derivado
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proteico purificado (PPD). En el animal vivo. Debido a la sensibilidad y especificidad de la prueba, asi como del
estado inmunoldgico del individuo, la deteccién de animales enfermos puede ser variable, por lo tanto se han
desarrollado pruebas complementarias para establecer un mejor diagndstico ante mortem, ejemplo de ello es la

prueba de IFN-y.

En México, el control y erradicacion de la tuberculosis bovina, se lleva a cabo mediante un protocolo de tres
fases: 1) ldentificacién de reactores 2) Inspeccion post mortem y diagnéstico de laboratorio, 3) Rastreo,

cuarentena y saneamiento del hato positivo (Modificacion a la NOM 031 ZOO 1995).

Las pruebas diagnésticas establecidas por la Modificacion a la NOM 31 ZOO 1995 para el cumplimiento de dicho
protocolo son:
e ante mortem (Tuberculinizacién y prueba de IFN-y complementaria a la prueba de tuberculina)

e post mortem (diagndstico histopatologico, cultivo y aislamiento y por biologia molecular)
2.6.1 Pruebas ante mortem (Prueba de tuberculinay prueba de IFN-y)

2.6.1.1 Prueba de tuberculina
La prueba de tuberculina o intradermorreaccién fue desarrollada por Robert Koch a finales del siglo XIX (Casas

et al, 2007), esta prueba ha sido utilizada eficientemente en bovinos y humanos para el diagndstico de la
enfermedad (Bautista, 2011). En el caso de bovinos, consiste en medir la reaccion de hipersensibilidad retardada
que se produce al inocular en la piel una solucién purificada de antigenos de M. tuberculosis, M. bovis o M.
avium (PPD, derivado proteico purificado).Tras la entrada del bacilo al organismo se da la estimulacion de los
linfocitos T, los cuales producen diferentes citocinas para desencadenar en este caso una respuesta inmune Th1
(mediada por células) para generar células de memoria y provocar una reaccién inflamatoria en el sitio de
aplicacién (Casas et al, 2007; Tizard, 2009). La prueba se interpreta realizando la medida del grosor de la piel de

las 48 a 72 horas post inoculacion.

En el caso de los perros, la dosis necesaria que se ha utilizado para esta prueba, es la de mayor concentracion
utilizada en humanos (= 250 UT = 0.1 mL). El sitio de aplicacién es el lado proximal medial del miembro pélvico o
preferentemente en la cara interna de la oreja (pabelldn auditivo); la prueba sera positiva cuando se observe una
protuberancia o hinchazén endurecida (que posteriormente sera necrética) a las 48 a 72 horas después de la
aplicacion (Ettinger y Feldman, 2007; Greene, 2012). El departamento de agricultura de Estados Unidos (USDA)
sugiere la aplicacion de 0.75 mL de PPD bovino via subcutanea y se verifica la temperatura rectal cada dos
horas durante 12 horas. Un aumento en la temperatura de 1.1° C es interpretado como positivo (Ettinger y
Feldman, 2007). Sin embargo, se ha demostrado que el uso de la prueba de tuberculina o intradermorreaccién

en perros es poco confiable (Parsons et al, 2012).

2.6.1.2 Ensayo de liberacion de interferon gamma (IFN-y)
El ensayo de liberacion de IFN-y es una prueba que se realiza in vitro, desarrollada a finales de los 80’s en

Australia para el diagnéstico de la tuberculosis bovina junto con la prueba de tuberculina. Se basa en la
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deteccion in vitro de los niveles de IFN-y producidos por los linfocitos T ante la estimulacion de antigenos

especificos del complejo M. tuberculosis (De la Rua et al, 2006; Casas et al, 2007).

Para realizar el diagnéstico de tuberculosis bovina a través del ensayo de liberacion de INF- y, se usa el juego de
reactivos comercial llamado Bovigam® (Prionics, Switzerland). El principio de esta prueba es detectar la
respuesta inmune celular del hospedador contra la infeccion por M. bovis, utilizando como antigenos el derivado
proteico purificado (PPD) bovino y aviar. La cantidad de IFN-y producida por las células T del bovino, se mide
segun el grado de coloracion realizando un ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas (ELISA) y se expresa en
unidades de densidad 6ptica (OD) (De la Rua et al, 2006).

A continuacién se esquematiza la prueba de IFN-y.

Coleccion de muestras sanguineas en tubos con heparina.

Incubar alicuotas en placa de cultivo celular de 96
pozos a 37° C de 16-24 hrs, junto con los
antigenos PPD Bovino, PPD Aviar, testigo positivo

Colectar el sobrenadante del plasma

Realizacion de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
sandwich para cuantificar la cantidad de IFN-y contenido en
el plasma colectado.

Figura 2.2 Protocolo de laboratorio para la realizacion del Ensayo de liberacion de Interferén
Gamma (IFN-y). Tomado y modificado de: De la Rua-Domenech et al, 2006

2.6.2 Pruebas post mortem

Una vez identificadas las lesiones sugestivas a tuberculosis tras la realizacién de la necropsia o inspeccién post

mortem, se toman muestras de diferentes tejidos como son:

e Linfonodos: De la cabeza (retrofaringeos, mandibulares y parotideos), asi como cervicales,
traqueobronquiales, mediastinicos o0 mesentéricos.

e Otros 6rganos: Pulmoén, bazo, higado, rifién, médula dsea, ovarios, utero, testiculos o glandula mamaria.

2.6.2.1 Histopatologia
Las muestras se fijan en formalina al 10%, se procesan por la técnica histolégica de rutina y se tifien con

Hematoxilina Eosina (H&E) para identificar por medio del microscopio cualquier cambio morfolégico en los tejidos

o la formacion de granulomas. Se utiliza también la tincion de Ziehl-Neelsen para identificar bacilos.
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2.6.2.2 Bacteriologia
El examen indirecto se lleva a cabo mediante cultivo, aislamiento e identificacion de M. bovis utilizando medios

especiales para su siembra (NOM 031 ZOO 1995).

El aislamiento de M. bovis de muestras clinicas o tejidos es dificil, por lo que se emplean diversos métodos de
descontaminacion, a los que la micobacteria debe ser mas resistente que otros microorganismos, entre los mas
utilizados se encuentra el hidroxido de sodio (NAOH), cloruro de cetilpiridinio (CPC) entre otros, sin embargo, se
ha observado que estos compuestos son téxicos y afectan el crecimiento de las bacterias (Corner et al, 2012).
Los medios de cultivo para el aislamiento e identificacién de M. bovis comiunmente utilizados son: 1) A base de
huevo: tienen una buena capacidad amortiguadora y pueden ser almacenados en refrigeracion durante varios
meses. Stonebrink, que contiene verde de malaquita para inhibir el crecimiento de otros microorganismos, asi
como cristal violeta, para diferenciarlo del medio Lowenstein Jensen. 2) medios base agar: El medio Middlebrook,
tiene un color claro, lo que permite la facil visualizacién y cuantificacion de las colinas; las siembras realizadas en
este medio, tienen una tasa de crecimiento mayor que las realizadas en otros medios; este medio es susceptible
a ser contaminado por otros microorganismos facilmente, por lo que debe ser enriquecido con antibidticos
(Pfyffer, 2011).

Nutrientes en los medios de cultivo

Los nutrientes requeridos por las micobacterias pueden ser obtenidos a partir del glicerol como fuente de
carbono, ademas de aspargina y iones de amonio como fuente de nitrégeno y micronutrientes (OPS, 2008). Sin
embargo, M. bovis necesita piruvato o glutamato de sodio como fuente de carbono; asimismo los medios son

enriquecidos con huevo para la fuente de albumina (Pfyffer, 2011; OPS, 2008).

El examen microscépico puede ser: directo con material obtenido de las muestras mediante la tincién de Ziehl-
Neelsen o de nueva fucsina, observandose bacilos rojos en caso de ser positiva. Puede utilizarse también
microscopia de fluorescencia con la tincion auramina-rodamina, auramina- acridina o auramina-fenol teniendo
bacilos color verde brillante (NOM 031 ZOO 1995).

2.6.2.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Desarrollada en 1983 por Kary Mullis, la reaccion en cadena de la polimerasa, PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), permite amplificar una region de DNA seleccionada, miles de veces, siempre y

cuando se conozca la secuencia de nucledtidos de la region a amplificar (Alberts et al, 2008).

La técnica consiste en disefiar dos oligonucleétidos de DNA sintético complementarios a las cadenas, estos
flanquearan la regidon a amplificar y serviran como cebadores para la sintesis de DNA in vitro; la replicacion del

DNA sera catalizada por una DNA Polimerasa termoestable (Alberts et al, 2008).

El protocolo mas sencillo utiliza una muestra de DNA, que se mezcla con la polimerasa, cuatro

desoxirribonucledtidos y los oligonucleétidos, primers o cebadores. Se aumenta la temperatura a unos 90°C para
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separar las cadenas de DNA, posteriormente se baja la temperatura a 60 °C para que los cebadores se unan al
DNA blanco, nuevamente se eleva la temperatura ahora a 72°C para que la polimerasa agregue nucleétidos al
cebador (De Necochea y Canul, 2004). Sin embargo existen diferentes protocolos de reaccion de PCR de

acuerdo al laboratorio en el que se realice.

Se ha informado que el uso de la PCR provee un rapido diagnéstico de diversas enfermedades, particularmente
las causadas por patdogenos de lento crecimiento. La identificacién de los agentes del complejo M. tuberculosis
en muestras de esputo de humanos y la deteccién de M. bovis en tejidos bovinos ha sido exitosa tras el uso de la
PCR. Aranaz et al. (1996), sugieren el uso de la PCR como herramienta para la identificacion de
microorganismos pertenecientes al complejo M. tuberculosis, ya que esta técnica es mucho mas rapida y directa
que los métodos tradicionales.

En el caso de los perros, se ha informado que la PCR es una prueba util para confirmar el diagnéstico de
tuberculosis en dichos animales. Aranaz et al, 1996, confirmaron el diagnostico de tuberculosis al realizar dos
ensayos de PCR de muestras de tejidos de perros y gatos sospechosos a la enfermedad de los cuales se

obtuvo también cultivo positivo y lesiones granulomatosas de cortes histoldgicos.

2.7 Relacion hombre-perro: Riesgo de Zoonosis.

El perro es una de las especies domésticas mas antiguas. Evidencia arqueoldgica indica que el perro fue de las
primeras especies animales en ser domesticada, esto pudo ocurrir hacia el final de la ultima era de hielo, cuando

la supervivencia humana todavia dependia de la caceria, recoleccion y la busqueda de alimento (Serpell, 1995).

La historia de la relacion del perro con el hombre puede remontarse miles de afios atras, en el pleistoceno tardio,
humanos y lobos coexistian en un &rea geografica amplia, lo que pudo ser una oportunidad para la
domesticacion y el intercambio genético entre lobos y perros (Vila et al, 1997). La domesticacion del perro trajo
consigo muchas ventajas, sin embargo, puso a los seres humanos en un gran riesgo debido a la exposicién de

este, con parasitos y patégenos del perro (Macpherson et al, 2013).

Existen mas de 250 zoonosis que involucran gran variedad de agentes causales y especies de mamiferos siendo
los huéspedes intermediarios o definitivos de estos. Las zoonosis causadas por bacterias, comprenden un
numero limitado y los perros son su principal hospedero. La transmision de enfermedades del perro al hombre
depende de diversos factores, entre los que se pueden mencionar : el comportamiento del propietario con la
mascota; en el caso de los nifios, el estrecho contacto fisico con el perro, la tendencia actual de compartir la

cama con la mascota y el modo de transmision del agente (Macpherson et al, 2013).
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2.8 Tuberculosis en el perro

Los perros como hospederos potenciales de M. bovis pueden desempefiar un papel importante en el
mantenimiento de la enfermedad, por lo tanto, deben considerarse dentro de la vigilancia de la enfermedad,
especialmente cuando tienen un contacto estrecho o viven cerca de un establo con animales enfermos de
tuberculosis bovina (Abalos y Rematal, 2004; Wilkins et al, 2008).

El primer informe de tuberculosis en perros y propietarios fue hecho por Malin (citado por Mills et al en 1940).
Posteriormente Snider et al, 1975, asociaron la presencia de tuberculosis en perros a la enfermedad en humanos
y bovinos argumentando que bajo condiciones naturales, los perros pueden infectarse con bacterias
pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis, Se ha informado que el 75% de los casos de
tuberculosis en perros son causados por M. tuberculosis debido a la exposicidon con humanos enfermos; mientras
que los gatos son mas susceptibles a infectarse con M. bovis, debido al consumo de productos de origen animal
contaminados con la micobacteria; sin embargo, hay que considerar que los perros tienen un alto riesgo de
infectarse con M. bovis tras la exposicién con vacas positivas a tuberculosis. Ejemplo de ello es lo informado por
Snider (1975); donde encontré 4/9 perros y 24/52 gatos infectados en un estudio realizado en Pennsylvania
(Wilkins et al, 2008).

En Gran Bretaria, entre el 2004 y el 2010, se han informado 7 casos de perros infectados con la micobacteria (M.

bovis), asociados a ingestion o mordeduras de tejones o ardillas (Broughan et al, 2013).

Los perros expuestos a humanos que se saben infectados de tuberculosis, pueden desarrollar una prevalencia
alta, como lo demostrado por Parsons et al, 2012, en una poblacién de alto riesgo la cual tuvo una prevalencia

clinica de 1%; mientras que la prevalencia de sensibilizacién inmunolégica fue del 50 %.

2.8.1 Presentacién clinica de tuberculosis en el perro

Los animales de compaiia naturalmente infectados con tuberculosis, generalmente desarrollan una infeccion
subclinica (Vitirito, 2013), sin embargo, se ha informado que los individuos que han desarrollado la enfermedad,
presentan signos clinicos variables e inespecificos como: debilidad, apatia, pérdida de peso, caquexia, anorexia,
signos respiratorios, fiebre, diarrea severa y vomito (Aranaz et al, 1996; Erwin et al, 2004; Turinelli et al, 2004;
Parsons et al, 2008; Burgt et al, 2009; Moravkova et al, 2011; Parsons et al, 2012; Broughan et al, 2013; Vitirito et
al, 2013; Roberts et al, 2014).

Las herramientas que se han empleado para el diagnéstico de tuberculosis en perros incluyen: pruebas de
laboratorio (hemograma y bioquimica), citologias, biopsias e improntas, radiografias y ultrasonido, pruebas
serolégicas, asi como ensayos de liberacion de IFN-y, sin embargo, los estudios de histopatologia y el cultivo y

aislamiento son las pruebas que daran un diagnéstico definitivo de la enfermedad (Greene, 2012).

20



3. JUSTIFICACION

México es un pais endémico de tuberculosis bovina, donde las autoridades sanitarias indican que en las cuencas
lecheras una prevalencia del 16.5%. El agente causal de la tuberculosis bovina es M. bovis, el cual tiene un
amplio rango de hospederos, entre los cuales se encuentran los perros. Existe evidencia de la infeccién por M.
bovis asi como por M. tuberculosis en perros de diferentes partes del mundo, sin embargo, se tiene informacion
limitada sobre la presencia de la micobacteria en poblaciones caninas que cohabitan con animales naturalmente
expuestos al patdgeno. Por otro lado, los perros como mascotas tienen un estrecho contacto con los humanos,
por lo tanto, existe el riesgo potencial de la transmisiéon de enfermedades del perro al hombre (zoonosis) o del
hombre al perro (antropozoonosis). Debido a que se desconoce el papel que los perros desempefian en la
transmision y mantenimiento de la enfermedad, es necesario realizar mas estudios en poblaciones de perros que

cohabitan con bovinos infectados con M. bovis.
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4. HIPOTESIS

La convivencia de perros con bovinos expuestos naturalmente a M. bovis, asi como sus habitos de

comportamiento favoreceran la presentacion de la infeccion en perros.

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de M. bovis en poblacién canina que cohabita con bovinos, mediante pruebas

inmunoldgicas, microbioldgicas y de biologia molecular

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar factores de riesgo asociados a los habitos de los perros para la presentacion de la infeccion
Realizar las pruebas de IFN-y, y prueba de tuberculina en la poblacién canina.

Identificar lesiones consistentes con tuberculosis en perros positivos a las pruebas inmunoldgicas mediante

imagenologia y necropsia

Demostrar la presencia de M. bovis en érganos de perros positivos a las pruebas inmunolégicas mediante

pruebas microbioldgicas y de biologia molecular
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Lugar de estudio: La toma de muestras en los perros se llevd a cabo en el Complejo Agropecuario
Industrial de Tizayuca (CAIT), ubicado al sur del estado de Hidalgo, en el municipio de Tizayuca; carretera

federal México, Pachuca, Km 51.5, en las coordenadas 19° 51°25” latitud norte y 98° 50°8” longitud oeste.

Estd integrado por 126 establos, de los cuales 73 estan en produccién, con una poblacion estimada de 18,000

bovinos lecheros.
6.2 Disefio de estudio epidemiolégico: Encuestas transversales, observacional y analitico.
6.3 Censo de poblacién canina

Para conocer los datos de perros en los establos, se realizé un censo, obteniendo informacién acerca del numero
de perros en cada establo, sexo, edad, presencia de otras especies, acceso de los perros a areas del establoy a

otros establos (Anexo I).

Se visitaron los 126 establos que existen en la cuenca, considerando que en algunos, no existe la presencia de

vacas, sin embargo, vive gente con perros.
6.4 Cuestionario de salud general

Durante el censo, se realizd una entrevista a los propietarios junto con la aplicacion de un cuestionario, lo que
permitié identificar factores de riesgo de los perros expuestos a la tuberculosis bovina, tales como: a) Presencia
de otras especies en los establos, b) Comportamiento (si deambulan libremente por el establo o salen a otros
establos), c) Tipo de alimentacién (consumo de leche bronca, érganos o fluidos de vacas), d) Medicina

preventiva, e) Convivencia con humanos entre otros (Anexo Il ).

Una vez realizado el censo de poblacién canina, y la aplicacion del cuestionario general, se obtuvo el tamafo
minimo de muestra con base en lo estimado por Bautista-Rincon (2011) y utilizando la formula de estimacion de

una proporcion.

z*(p q)
n= —d2
Dénde:
n = Tamafio de muestra requerido
z = Cuantil de la distribucién normal con un nivel de confianza (0.95)
p = Proporcién en que se supone existe el fendmeno en la poblacién (0.39)
q = Complemento (1-0.39)

d = Error de estimacion (0.05)

e x . . . , . , n
Se utilizé ademas la siguiente férmula para ajustar n’ = —=

-
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6.5 Manejo de los perros

6.5.1 Examen fisico general
Para conocer las caracteristicas de la poblacién de perros y tener un panorama general de su salud, se

evaluaron las constantes fisiolégicas que rutinariamente se revisan en los consultorios de pequefias especies:
frecuencia cardiaca y respiratoria, temperatura corporal, reflejo deglutorio y tusigeno, campos pulmonares, palmo
percusion, porcentaje de hidratacién, linfonodos, coloracién de mucosas, tiempo de llenado capilar, palpacion
abdominal, condicién de la piel y el pelo, condicién corporal; entre otros hallazgos. Asimismo, se evalué la actitud
y condicion general del perro. Todos los datos fueron registrados en un formato de apoyo para la recoleccion de

la informacion (Anexo ll1).

6.6 Pruebas Inmunoldgicas

6.6.1 Aplicacién de la prueba de tuberculina con PPD de M. bovis

Se aplicé 0.1 mL de PPD bovino (2000 Ul) en la cara externa de la oreja derecha, a diferencia de la metodologia
descrita por Greene, 2000 quien sugiere la aplicacion del PPD bovino en la cara interna de la oreja. Se decidié
realizar una modificacién en la metodologia por facilidad de manejo.

Se realizé limpieza y desinfeccion del area a inocular. Con ayuda de un vernier, se realizaron dos mediciones,
una previa a la aplicacion del PPD bovino y una posterior correspondiente a la lectura a realizar a las 72 horas

post- inoculacion.

Se realizaron las siguientes mediciones: 1) Medicion de la oreja totalmente estirada, 2) Medicién de la oreja

doblada, 3) Medicion del grosor de la piel.

Teniendo en cuenta que en las mediciones 1 y 2 se incluye el grosor del cartilago de la oreja, para el andlisis de
los resultados, se tomd en cuenta Unicamente la medida niumero tres (medicion del grosor de la piel de la oreja).
(Figura 6.1)

Figura 6.1. Medicion de la piel de la oreja a las 72 horas post
inoculacién
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6.6.2 Ensayo de Liberacion de Interferon Gamma (IFN-y)

6.6.2.1 Obtencion de muestras de sangre para estimulo celular
Se obtuvieron de 3 a 5 ml de sangre de 65 perros a las 72 horas pos inoculacion con PPD bovino. Las muestras

fueron obtenidas de la vena cefalica o yugular en tubos vacutainer con heparina de sodio como anticoagulante
(BD Vacutainer® Sodium Heparin, USA); se transportaron protegidas de la luz a temperatura ambiente y se

procesaron durante las primeras 6 horas después de tomada la muestra.

6.6.2.2 Estimulacion de sangre con antigenos micobacterianos (Medicion de la produccion de IFN-y)
Con base en la metodologia descrita por Parsons et al, 2012, se realizé una dilucion 1:5 de la sangre con medio

RPMI 1640 con 100 Ul/ml de penicilina y 0.1 mg/ml de estreptomicina. Alicuotas de 200 pl fueron estimuladas
con 17ul PPD bovino, 17 ul PPD aviar, 1ug/ml pokeweed mitogen (extracto de Phytolacca americana, Sigma
Chemical CO. St Louis, MO USA) como testigo positivo y sangre sin estimular como testigo negativo. Se
incubaron por 5 dias a 37°C y 5% de CO, por duplicado en placas de cultivo celular de 96 pozos. Los plasmas

fueron cosechados y almacenados en congelacién hasta la realizacién de la prueba.

La medicion del interferén gamma se realizd con el juego de reactivos comercial Quantikine® canine INF-

v Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, USA).
6.7 Imagenologia y Necropsia

6.7.1 Radiografias de térax
Con base en los resultados de las pruebas inmunolégicas se decidié realizar la toma de imagenes radiograficas

de torax, unicamente los propietarios de 19 perros accedieron a la realizacién de dicho estudio, con una técnica
de 70 KV 0.10 a una distancia de 60 cm. El equipo utilizado fue un generador portatil Min X Ray 8015 H), cuyos
rangos son 50-80 KV 15 mA. Con equipo digital slate 1 mA, compafiia 4

Las tomas realizadas fueron: lateral izquierda- lateral derecha, lateral derecha-lateral izquierda y ventro- dorsal.

6.7.2 Estudios post mortem
Se realizé la necropsia a un perro que murié durante la realizacion del estudio.

Se tomaron muestras de los linfonodos retrofaringeos, traqueobronquiales, mediastinicos y mesentéricos,
pulmén, intestino, higado, bazo y rifidon. Fueron almacenados en formalina al 10% para histopatologia y en

solucion saturada de borato de sodio para microbiologia y biologia molecular.
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6.8 Pruebas Microbiolégicas y de Biologia Molecular

6.8.1 Descontaminacién de las muestras

De las muestras de tejido obtenidas se decidié agruparlas de la siguiente manera: 1) Linfonodos retrofaringeo,
traqueobronquial y mediastico, 2) Pulmén (diferentes partes de cada Iébulo pulmonar) y 3) Intestino y linfonodo
mesentérico. Se maceraron con un Polytron® Eppendorf PT 1200 E y se realizé el protocolo de
descontaminacion. En un tubo falcon se afadieron 7 ml de solucion de hidroxido de sodio y citratos (NAOH
[/Citratos), y se incub6 a temperatura ambiente por 15 min, posteriormente, se afiadid solucién de fosfatos pH 6.8

y se centrifugo a 4000 rpm por 10 minutos hasta alcanzar un pH de 7.

6.8.2 Aislamiento de DNA

Se realizé el aislamiento de DNA de las muestras de tejido. Las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm 5
minutos. Se afiadieron 400 ul de TE con 5 pl de lisozima y se incubo por 1 hora a 37° C. Se agregaron 70 ul de
SDS 10% y 5 ul de proteinasa K, se incubd toda la noche a 65° C. Se agregaron 100 ul de NaCl 5M y 100 pl
NaCIl/CTAB, se incub6 a 65°C por 10 min. Para extraer el DNA se utilizd un volumen de Fenol-Cloroformo-
Isoamilico y un volumen de cloroformo-lsoamilico; para precipitarlo se utilizaron 0.6 volimenes de isopropanol y
se incubo en frio durante una hora, se lavé con 1 ml de etanol al 70%. El DNA se resuspendi6 con 50 ul de agua

inyectable.

La concentracion y pureza del DNA se evalu6 con espectrofotometria (DO 260/280 nm), mediante la utilizacion

de un espectrofotdmetro nanodrop.

6.8.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Se realiz6 un protocolo de PCR anidado para la amplificacién de un fragmento del gen mpb70, de las muestras

de tejido que fueron obtenidas durante la necropsia realizada al perro que murid.

El PCR simple se realizé mediante la amplificacion de un fragmento de 372 pb del gen mpb70 con los iniciadores
TB1 F (5 GAACAATCCGGAGTTGACA 3’) TB1 R (5 AGCACGCTGTCAATCATGTA 3’) (Acosta-Salinas et al,
2012) con el siguiente protocolo de reaccion temperatura inicial de desnaturalizacién 96° por 15 minutos, 30
ciclos de desnaturalizacion a 94° por 30 segundos, alineamiento 55° por 30segundos y extension a 72° por un
minuto, finalmente un ciclo de 72° por 10 minutos. EI PCR anidado se realizé utilizando 1 ul de la reaccion
anterior para amplificar un fragmento de 208 pb del mismo gen, con los iniciadores M22 3 (5
GCTGACGGCTGCACTGTCGGGC 3') y 4 (5 CGTTGGCCGGGCTGGTTTGGCC 3’), (Acosta-Salinas et al,
2012) cuyo protocolo de reaccion fue: temperatura inicial de desnaturalizacién 94°C por 5 minuto, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineamiento a 65°C por 45 segundos, y extensiéon a 72°C por 45
segundos, con un ciclo final a 72°C por 10 minutos. Los protocolos de reaccién se realizaron en un termociclador

(Mastercycler epgradient S. Eppendorf®).
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Cuadro 6.1. Mezcla de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PCR simple PCR anidada
Reactivos Concen;racién Volumen Concen'Fracién Volumen
reactivos (uh) reactivos (uh)
Master mix
(Hot Star Taq) 2X 12.5 yl 2X 12.5 pl
25U
Iniciador F 0.2 uM 1ul 0.2 uM 1ul
Iniciador R 0.2uM 1wl 0.2uM 1wl
DNA - 1ul - 1ul
Agua - 9.5ul - 9.5ul
Volumen final 25 ul 25yl

6.8.4 Cultivo bacteriano

Una vez realizada la descontaminacion de las muestras, se inocularon 100 ul de cada muestra por duplicado en
medios Stonebrink y Lowenstein Jensen. Se incubaron a 37 °C en una incubadora Revco RCO3000T-5ABC.
Cada semana se revisaban los tubos para detectar algun crecimiento.
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6.9 Andlisis estadistico.

Con la informacion obtenida de los cuestionarios, se realizé un analisis estadistico univariado y bivariado, de los
datos con el programa Stata SE 11.0. Asimismo se correlacionaron las variables consideradas como factores de

riesgo para contraer la infeccion con los resultados de las pruebas de laboratorio.
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7. RESULTADOS
7.1 Censo de poblacién caninay cuestionario general

Se encontraron 250 perros viviendo en el CAIT, de los cuales 112 (45%) son hembras y 138 (55%) machos. La
distribucién por edades es la siguiente: 206 (82.4%) son menores de 7 afios, 9 (3.6%) tienen una edad mayor a 7
afnos y 27 (10.8%) son cachorros cuyas edades van del mes hasta los 11 meses de edad; la edad de 8 (3.2%)

perros no se conoce (Figuras 7.1y 7.2).

200
150
100
50
0
1-7 afios 7 afios en cachorros (1m-
adelante 11m)

Figura 7.1. Poblacion canina del CAIT por sexo
W 1-7 afios M7 afios en adelante M cachorros (1m-11m)

Figura 7.2. Edad de la poblacién canina del CAIT

El lugar de origen de la mayor parte de la poblaciéon canina que vive en el CAIT es el estado de Hidalgo, 125
perros (52.97 %) nacieron en el CAIT, 58 (24.58%) son del municipio de Tizayuca, mientras que 5 perros
(2.12%), de acuerdo al entrevistado, el lugar de origen lo refiere Unicamente como el estado de Hidalgo y 1 de
Tepeji del Rio, Pachuca y Huejutla de Reyes respectivamente (0.42%). Diecisiete perros (7.20%) provienen de
otro estado (no especificado), asi como 1 de Monterrey, San Luis de la paz, Querétaro y Aguascalientes
respectivamente (0.42%); 2 de Veracruz (0.85%), 8 (3.38%) son del Estado de México, teniendo 4 de la localidad
de Ojo de Agua (1.69%), finalmente 15 provienen del Distrito Federal (6.36%) (Figura 7.3).

3.38% 6.36%

m DF

B EDOMEX
m OTRO EDO
uCAIT
HTIZAYUCA
H HIDALGO

Figura 7.3. Lugar de Origen de la Poblacién canina del CAIT
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Atencion Médica Veterinaria y Medicina Preventiva

Ciento diecisiete (47.56%) de las mascotas nunca han recibido algun tipo de atenciéon por parte del médico
veterinario; 60 (24.39%) recibieron atencion médica hace un afio o menos, 59 (23.98%) la recibieron hace mas
de un afo; 5 (2.03%) recibieron atencion médica cuando eran cachorros. Cinco de los propietarios refieren no

saber si su mascota ha recibido atencion médica veterinaria alguna vez (Figura 7.4).
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Figura 7.4. Tiempo que ha pasado en la Atencion Médica Veterinaria recibida
en la poblacion canina del CAIT

Los programas de medicina preventiva que se manejan en pequefas especies incluyen vacunacion y
desparasitacion periédica. La poblacion canina del CAIT, unicamente ha recibido la vacunacion antirrabica y
desparasitacion proveida por la Secretaria de Salud durante la campafia de vacunacién antirrabica. Ciento
sesenta y seis (66.40%) de los perros reciben una vacunacién anual, 28 (11.20%) fueron vacunados de
cachorros, 3 (1.20%) perros fueron vacunados hace seis meses, 7 (2.80%) fueron vacunados hace menos de 6
meses, 7 (2.80%) fueron vacunados hace mas de un afo, 13 (5.20%) nunca han sido vacunados, 10 de los
propietarios no saben si su mascota ha sido vacunada y 16 (6.40%) son cachorros por lo que algunos estan
iniciado su calendario de vacunacién o aun no han sido vacunados. 135 (54.88%) de los perros son
desparasitados cada 6 meses a un afo, 13 (5.28%) fueron desparasitados de cachorros, 3 (1.22%) se
desparasitaron hace mas de un afio, 3 (1.22%) hace un afio o menos; 67 (27.24%) de ellos nunca han sido
desparasitados, 10 de los propietarios no saben si su mascota ha sido desparasitada alguna vez y 15 (6.10%)
perros que son cachorros no han sido desparasitados o apenas iniciaran su manejo de medicina preventiva
(Cuadro 1, Figura 7.5).

La esterilizacion de las mascotas como medida de control natal, también se considera parte del manejo de
medicina preventiva. De 247 perros, 28 (11.34%) han sido esterilizados antes o después de tener alguna
camada, mientras que 219 no estan esterilizados. De 203 perros que se sabe que han tenido camadas, 119
(58.62%) de ellos no han tenido alguna camada; mientras que 64 (31.53%) de ellos si han tenido alguna camada

y de 20 (9.85%) de los perros se desconoce tal dato (Cuadro 1, Figura 7.5).
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Figura 7.5. Manejo de medicina preventiva

Cuadro 1. Medicina Preventiva de la poblacién canina del CAIT

VACUNACION Frecuencia Porcentaje (%)
Nunca 13 5.20
De cachorro 28 11.20
Cada afio 166 66.40
Hace mas de un afio 7 2.80
Hace 6 meses 3 1.20
Hace menos de 6 meses 7 2.80
No sabe 10 4
Es cachorro 16 6.40
Total 250 100
DESPARASITACION
De cachorro 13 5.28
Hace 6 meses a un afio 135 54.88
Hace més de un afio 3 1.22
Hace un afio o menos 3 1.22
No sabe 10 4.07
Nunca 67 27.24
Es cachorro 15 6.10
Total 250 100
ESTERILIZACION
Si 28 11.34
No 219 88.66
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Total 247 100

NUimero de Camadas

Si 64 31.53
No 119 58.62
No sabe 20 9.85
Total 203 100

Habitos de las Mascotas

Ciento cincuenta y nueve (63.6%) de los perros deambulan libres en el establo, 69 (27.6%) de ellos permanecen
amarrados o encerrados, 10 (4%) estan sueltos en el dia y amarrados por las noches, mientras que el 12

(4.80%) de los perros permanecen amarrados en el dia y sueltos en la noche.

El acceso a las diferentes areas del establo es la siguiente: 141 (74.21%) perros tienen acceso a todas las areas
del establo, 18 (9.47%) de ellos estan en la casa Unicamente, 4 (2.11%) tienen acceso a los corrales, 1(0.53%)
tiene acceso a las becerreras, 2 (1.05%) tienen acceso al almacén, 7 (3.68%) estan en la casa y los pasillos, 3
(1.58%) en corrales y pasillos, 4 (2.11%) en pasillos y entrada, 3 (1.58%) estan en la entrada y los corrales, 3
(1.58%) se encuentran en la casa y los corrales, 1 se encuentra en el patio de la casa,1 afuera de la tienda,1 en

el jardin y1 en el lugar donde lo amarran (0.53% cada uno) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Acceso a diferentes areas del Establo

Permanecen Frecuencia Porcentaje (%)
Libres 181 724

Amarrados 69 27.6
Total 250 100

Areas del establo

Todo el establo 141 74.2
Casa 18 9.4
Corrales 14 7.3
Pasillos 13 6.8
Almacén 2 1.0
Otro 4 21
Total 190 100
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Una de las areas del establo que debe manejarse con mayor higiene, es la sala de ordefia, el acceso de los
perros a la sala durante la ordefia puede ser un factor de riesgo para contaminacion de la leche o para que los
perros consuman la leche. Unicamente 22 (11%) de los perros pueden ingresar a la sala, mientras se lleva a
cabo la ordefa, mientras que 169 (84.50%) de los perros no tienen acceso a la sala durante la misma y 9 de los

propietarios no saben si sus perros ingresan a la ordefia (Figura 7.6).

NO SABE
4.5%

Figura 7.6. Ingreso a la ordefia

Otro de los habitos observados en los perros es que pueden salir a la calle y tener libre acceso a otros establos,
de estos, 108 (44.08%) tienen acceso a otros establos (43 perros, 17.5%) y otros salen a las calles unicamente
(65 perros, 26.53%), 5 (2.04%) de ellos salen a las calles y tienen acceso a otros establos, 18 de ellos (7.35%)
salen del establo unicamente cuando su duefio los saca. Ciento catorce de los perros (46.53%) no salen nunca
del establo (Figura 7.7).

M Otros Establos
M Calles
# Cuando lo saca
H Nunca

m Otros Establos/Calles

Figura 7.7. Acceso a otros establos
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Convivencia con los humanos

Ciento treinta y cuatro (134/250) 53.6 % de los perros tienen una convivencia muy cercana con sus propietarios,
83 (33.20%) de ellos tienen poca interaccion y 33 (13.20%) no tienen contacto alguno con sus propietarios. Para
saber que tan estrecho es el contacto de los propietarios con los perros, se preguntd si los acarician, permiten
que los laman o incluso si duermen con su mascota. Ciento-quince (46%) de ellos son acariciados Unicamente,

82 (32.8%) juegan y permiten que su mascota los lama.

Ciento catorce (45.6%) de los perros, duermen en alguna habitacién del establo, los propietarios que saben
exactamente donde duerme su mascota refirieron los siguientes datos: 31 (12.4%) duermen donde los amarran o
encierran, 17 (6.8%) tienen su casa, 17 perros (6.8%) duermen dentro de la casa, 12 (4.8%) en la bodega de
alimentos, 3 (1.2%) de ellos duermen en la bodega y los corrales y 19 (7.6%) en los corrales solamente,
11(4.4%) duermen en la entrada del establo, 8 (3.2%) perros duermen en el jardin del establo, 10 (4%) afuera de

la casa y 8 de los propietarios no saben déonde duerme su mascota (Cuadro 3).

Cuadro 3. Convivencia y contacto de los perros con la poblaciéon humana.

CONVIVENCIA Frecuencia Porcentaje (%)
Muy cercana 79 31.60
Cercana 55 22
Poca 83 33.20
Nula 33 13.20
Total 250 100

CONTACTO ESTRECHO

Ninguno 53 21.20
Lo acaricia 115 46
Permite que lo lama 72 28.80
Permite que duerma con él 0 0
Lo acaricia/lo lame 7 2.80
Lo acariciay juega con él 3 1.20
Total 250 100

DONDE DUERME

Dentro de la casa 17 6.80
Alguna habitacion del establo 114 45.60
En la bodega 12 4.80

No sabe 8 3.20

En la bodegay los corrales 3 1.20
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Pasto 8 3.20

Casa del perro 17 6.80
Entrada 8 3.20
Jaula/lugar donde lo amarran 31 12.40
Corrales 19 7.60
Entrada del establo 3 1.20
Afuera de la casa 10 4
Total 250 100

Lugar en el que los perros defecan

Noventa y uno (37.65%) de los propietarios no saben donde defeca su mascota, mientras que 184 si sabe o ha
visto donde defeca su mascota, los lugares donde han visto que su mascota defeca son: 35 (15.42%) defecan en
los corrales, 40 (17.62%) refieren que su mascota defeca afuera de la casa, 3 (1.32%) en la bodega, 47 (38.84%)
donde los amarran o encierran, 25 (20.66%) en la parte de atras del establo, 24 (19.83%) lo hace en el jardin del
establo, 11 (9.09%) en la calle, 9 (7.44%) lo hacen en el lugar que sea, 4 (3.31%) en los pasillos. Ciento sesenta
y siete (81.46%) de los propietarios recogen las heces de sus mascotas, mientras que 37 (18.05%) ahi las deja 'y
uno refiere que se las lleva el agua (Cuadro 4).

Cuadro 4. Lugar en el que los perros defecan

Lugar Frecuencia Porcentaje (%)
No sabe 91 37.65
Corrales 36 16.25
Afuera de la casa 40 17.62
Bodega 3 1.32
Lugar donde los amarran 47 38.84
Parte de atras del establo 25 20.66
Jardin 24 19.83
Calle 11 9.09
Pasillos 4 3.31
Lugar que sea 9 7.44
Total

Convivencia con otras especies

Para identificar un riesgo en la transmisién de la enfermedad, se preguntd si los perros conviven con otras
especies, 119 (47.60%) de los 250 perros del CAIT conviven con otras especies; de los 119 perros 66 (56.9%)

conviven con vacas, de los cuales 15 perros ademas de tener contacto con vacas tienen contacto con otros
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animales como cerdos, gatos, aves y otros perros. De los 15 mencionados, 5 (4.31%) tienen contacto con
cerdos, 1 con gatos, patos y gallos (0.86%), 1 con gatos (0.86%), 4 (3.45%) con gallinas, 3 con perros y gatos
(2.59%) y 1 con otros perros (0.86%).

Veinticinco (21.55%) perros conviven unicamente con gatos, 4 (3.45%) con borregos y cabras, 14 (12.07%) de
los perros tienen contacto con aves (patos, gallos) y 7 (6.03%) de ellos tienen contacto con otros perros

Unicamente (Figura 7.8).
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Figura 7.8. Convivencia con otras especies

Tipo de Alimentacion

La dieta que recibe la poblacién canina del CAIT es muy variada, los ingredientes que conforman la dieta van

desde croquetas, restos de comida y leche.

Ciento quince (46%) de los perros son alimentados con croquetas, mientras que 71 (28.4%) son alimentados con
restos de comida. Sesenta y cuatro (25.6% restante) son alimentados con combinaciones de diferentes
ingredientes: 36 perros (14.4%) son alimentados con croqueta/restos de comida, 2 perros (0.8%) con
croquetalleche hervida, 7 perros (2.8%)con restos de comida/leche cruda, 4 perros (1.6%) con restos de comida
y croqueta a veces, 8 perros (3.2%) con restos de comida/concentrado, 3 perros (1.2%) con restos de
comida/croqueta/leche, 2 perros (0.8%) con pollo, 1 perro (0.40%) con carne y 1 perro (0.4%) con tortillas
(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Tipo de Alimentacion de los perros del CAIT

Alimento Frecuencia Porcentaje (%)
Croqueta 115 46
Restos de comida 71 28.4

Combinaciones

Croqueta/Restos de comida 36 14.4
Croquetal/Leche 2 0.8

Restos de comida/Leche cruda 7 2.8
Restos de comida/A veces croqueta 4 1.6
Restos de comida/Concentrado 8 3.2
Restos de comida/Croquetal/Leche 8 1.2
Pollo 2 0.8

Carne 1 1.4

Tortilla 1 1.4

Total 250 100

Lugar de acceso para el consumo de agua y alimento (Plato de agua y alimento)

Treinta y cinco (14%) perros no tienen plato propio de alimento, mientras que 215 (86%) si tienen un plato o una
bandeja donde les sirven su comida. Diecisiete (6.8%) de ellos tampoco cuentan con un plato donde les
proporcionen agua y 233 de los perros cuentan con un plato para agua, el origen del agua que consumen los
perros del CAIT es variado, 220 perros la consumen de la llave (88.35%), 9 (3.61%) la consumen de los
bebederos del ganado, 10 (4.02%) donde la encuentren, 8 (3.21%) de garrafén y 2 (0.8%) de la llave y de
charcos (Figura 7.9).
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Figura 7.9. Lugar de acceso para el consumo de agua
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Consumo de leche bronca

Los propietarios de 101(40.4%) de los perros, refieren que su mascota no consume leche bronca, mientras que
146 (58.4%) la consume o la ha consumido alguna vez en su vida, 3 (1.2%) de ellos no saben si su mascota ha
consumido o consume leche bronca. De los animales que consumen la leche, 85 (50%) lo han hecho toda su
vida, 48 (28.23%) lo hicieron de cachorros, 34 (20%) el propietario refiere que lo hicieron alguna vez en su vida,
sin saber exactamente a qué edad, 2 (1.18%) solo cuando tuvieron parto y 1(0.59%) refiere que la consume
desde que llego al establo. La frecuencia de consumo de la leche es la siguiente: 71 (42.73%) de los perros
consumen la leche una vez al dia, mientras que 14 (8.43%) la consumen dos veces al dia y 10 (6.02%) lo hacen
cada tercer dia;17 (10.24%) perros consumen leche cada que se ordefa, 18 (10.84%) lo hacen una vez a la
semana, 3 (1.81%) dos veces a la semana y 2 (1.2%) tres veces a la semana, 10 (6.02%) perros la consumen
cada mes, 2 (1.2%) la consumen cuando hay vacas paridas, 15 (9.04%) cuando le sobra al propietario le dan

leche al perro y 7 (4.22%) la consumen a veces (Figura 7.10, Cuadros 6 y 7).

146

101

S| NO

Figura 7.10. Consumo de leche bronca

Cuadro 6. Etapa de la vida del consumo de la leche bronca.

Etapa de lavida de consumo de la leche Frecuencia Porcentaje (%)
Toda su vida 85 50
De cachorro 48 28.23
Algunavez en su vida 34 20
Total
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Cuadro 7. Frecuencia de consumo de leche bronca.

Frecuencia de consumo Frecuencia Paorcentaje (%)

Unavez al dia 71 42.73

Dos veces al dia 14 8.43
Cada tercer dia 10 6.02
Cada que se ordefia 17 10.24
Unavez ala semana 18 10.84
Dos veces a la semana 3 1.81
Tres veces a la semana 2 1.2
Cada mes 10 6.02
Cuando le sobra 15 9.04

A veces 7 4.22

Total 166 100

Consumo de restos de animales

Los habitos de alimentacioén, asi como de comportamiento de los perros del CAIT son muy diferentes a los de un
perro que vive en casa. Estos tienen un estrecho contacto con las vacas, por lo tanto, algunos de estos llegan a
consumir restos de animales como placentas, heces, visceras, entre otros. De la poblacién canina del CAIT, 150
(60%) de los animales, el propietario refiere que no consumen o han consumido algun resto de los mencionados,
71 (28.4%) de los perros han consumido o consumen restos de animales y 29 de los propietarios no saben si en

algun momento su mascota ha consumido algun resto de animal.

De los 71 perros que han consumido restos de animales, 61(85.92%) han consumido placenta, 32 (45.07%) han
consumido fetos, 1 (1.41%) han consumido heces, 11 (15.49%) han consumido ratas, 10 (14.08%) de los perros
han consumido carne o visceras y 5 (7.04%) han consumido fluidos (en algunos casos, los perros han

consumido uno o mas restos de animales) (Figura 7.11).
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Figura 7.11. Frecuencia de consumo de restos de
animales

Signos Clinicos

Se preguntd también si los perros han presentado algun signo clinico que pueda ser asociado a la infeccion, al
respecto 8 (3.2%) perros presentaron depresion, 6(2.4%) tuvieron pérdida del apetito, 8 (3.2%) pérdida de peso,
4 (1.6%) presentaron tos, 1 tuvo moco nasal, 8 (3.2%) tuvieron diarrea, 226 (90.4%) de los propietarios refieren

que su perro no ha presentado algun signo clinico (Figura 7.12).
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Figura 7.12. Perros con presentacion reciente de signos
clinicos
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7.2 Resultados del examen fisico

Setenta y tres perros fueron examinados, el cuadro 8 resume las alteraciones fisioldgicas encontradas en los

perros tras realizar una revision rutinaria y evaluar las constantes fisioldgicas (Cuadro 8).

Cuadro 8. Alteraciones observadas al examen fisico

Alteracion Frecuencia Porcentaje (%)
Condicién corporal
Sobrepeso 15 21.43
Bajo peso 12 17.14
Alteraciones en mucosas
Ocular (irritacion y 1 2.74
secrecion)
Vaginal (secrecién) 2 4.88
Anal (irritacién) 1 1.37
Campos pulmonares
Ruidos pulmonares 3 4.11
Reflejo tusigeno positivo 5 6.94

Alteraciones en linfonodos

Los linfonodos evaluados al realizar el examen fisico fueron: retrofaringeos, submandibulares, preescapulares,
subescapulares, inguinales y popitleos. Al evaluar la simetria y tamafio de los linfonodos, se encontr6 que 44
perros presentaban un aumento en el tamafo de sus linfonodos, unilateral o bilateralmente (Cuadro 9). El cuadro

12 (Anexo IV) muestra la alteracién en linfonodos por individuo, algunos presentaban alteraciéon en dos o mas de
los linfonodos evaluados al examen fisico.

Cuadro 9. Alteracion de linfonodos evaluados al examen fisico

LINFONODO altljliqn;irt(;(;jssl ig;ig;da?ﬁso Aumento Unilateral Aumento Bilateral
Retrofaringeos 5 3 2
Submandibulares 29 17 12
Preescapulares 8 7 1
Subescapulares 8 7 1
Inguinales 9 7 2
Popitleos 17 11 4
Total 44
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7.3 Pruebas Diagnosticas

7.3.1 Prueba de Tuberculina

El aumento de tamafio en la zona de inoculacion en las orejas oscilé de 1 a 13 mm al realizar la lectura a las 72

hrs post inoculaciéon. Asimismo, pudieron observarse diferentes reacciones dérmicas como costras, induracion y

eritema.

De los 65 perros inoculados, 9 (13.85%) perros tuvieron una respuesta mayor a 5mm, la respuesta mayor la
presentd soélo un individuo (1.37 %) con un aumento de 13 mm, el resto estuvo entre 6 a 9 mm (4 individuos,
5.48%). De los 56 que tuvieron una respuesta menor a 5 mm, 7 (10.77%) no tuvieron ninguna reaccién dérmica,

por lo que tampoco presentaron aumento en mm (0 mm) (Cuadro 10).

Con base en los resultados hechos en estudios anteriores (Parsons et al, 2012), se tomaron como positivos los

perros que tuvieron una reacciéon mayor a 5 mm (9/65).

Cuadro 10. Aumento en milimetros tras la aplicacion de la prueba de

tuberculina en la poblacién de perros del CAIT

Aumento en mm Frecuencia Porcentaje (%)

0 7 10.77
1 18 27.69
2 11 16.92
3 15 23.08
4 5 7.69
5 4 6.15
6 1 1.54
7 1 1.54
8 1 1.54
9 1 1.54
13 1 1.54

Total 65 100

7.3.2 Ensayo de liberacién de Interferon gamma (IFN-y).

Al realizar la estimulacion de la sangre con antigenos micobacterianos, se puedo observar que la produccién de

IFN-y por individuo es diferente (Figura 7.13), teniendo indices de estimulacién que oscilaron entre 1y 33.

Con base en los resultados de Parsons et al., 2012, se consideraron como positivos a los perros que tuvieran
una concentracién de IFN-y mayor a 188 pg/ml. Treinta y seis (36/65, 55.38 %) de los perros tuvieron una

concentracion de IFN-y que oscilo entre 213 y 4,474.25 pg/ml. La media oscilo entre los 1549 pg/ml (Figura 7.14)
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Figura 7.14. Concentracion de IFN-y de sangre de perro estimulada con pPD®

Al comparar los resultados de ambas pruebas, no existe una correlacién en los resultados ya que hubo animales
que tuvieron una reaccién menor a 5 mm, por lo tanto fueron considerados como negativos; mientras que se
consideraron positivos en la prueba de IFN-y (Anexo V).
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7.4 Andlisis bivariado

Se encontré una significancia estadistica en las variables permanecer libre y deambular libremente por el
establo, ya que este habito de comportamiento de las mascotas permite un estrecho contacto con los animales

enfermos, asi como con un ambiente contaminado.

Los perros al permanecer libres en el establo, es decir que no estén amarrados, tienen 4.91 veces mas la
posibilidad de obtener un resultado positivo al realizar la prueba de interferon gamma (IC 95%), comparado con
aquellos que no lo estan. Mientras que el deambular libremente por el establo tienen 19.35 veces mas la

posibilidad de obtener un resultado positivo a dicha prueba (Cuadro 11).

Cuadro 11 Factores de riesgo de la poblacién canina de los establos lecheros del CAIT (IFN-y n=65).

. Distribucion IFN- y(+) RM .
Variable n (%) (%) (IC 95%) P
Permanece (libre) 52 (80.0) 30 (46.1) 4.91 0.026
(1.04-19.79)
Camina libre por el establo 40 (61.5) 29 (44.6) 19.35 0.00
(2.97 -64.32)

*Chi cuadrada de Pearson en variables categoricas
RIC= Rango inter-cuartilico (25%-75%)
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7.5 Exdmenes complementarios

7.5.1 Radiografias de Torax
Cinco de los 19 perros (26.31%) a los que se les realizd la toma de radiografias fueron identificados como

sospechosos. Los hallazgos indican una posible neumonia, siendo estos: patron bronquial, patrén intersticial

estructurado focal y posible lesion cavitada (Cuadro 12, imagenes 1-5).

Cuadro 12. Hallazgos radiograficos en la poblacion canina del CAIT

ID Si No Sospechoso Interpretacion

70 X Pat.rén bronquial y posible lesion
cavitada

72 X

68 X Patrén intersticial estructurado focal

10 X

19 X Patron bronquial

35 X

33 X Patron bronquial

57 X Posible obstruccion intestinal

53 X Posible lesién cavitada

55 X Gestante

49 X

13 X

14 X

60 X

25 X

29 X

69 X

39 X

12 X
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Imagen 1. (ID 70). Radiografia de torax lateral izquierda-lateral derecha.
Las flechas sefialan patron bronquial y posible lesion cavitada.

Imagen 2. (ID 68). Radiografia de torax lateral derecha-lateral izquierda.
Las flechas sefialan patron intersticial estructurado focal.
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Imagen 3. (ID 19). Radiografia de térax lateral izquierda -lateral derecha.
Las flechas sefalan patrén bronquial

Imagen 4. (ID 53). Radiografia de térax lateral derecha-lateral izquierda.
Las flechas sefialan posible lesion cavitada
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Imagen 5. (ID 33). Radiografia de torax lateral derecha-lateral izquierda.
Las flechas sefialan patrén bronquial

7.5.2 Estudios post mortem

Especie canino, macho entero de aproximadamente 4 afios de edad. Tenia acceso a todas las areas del establo,
con antecedente de consumo de leche bronca y placentas; los resultados a la prueba de tuberculina (7mm) y
prueba de IFN-y (1695.5 pg/ml) fueron positivos.

Hallazgos a la necropsia:

Inspeccién externa. Pelo hirsuto, sucio, con presencia de parasitos externos, pulgas.

El miembro pélvico izquierdo presentaba engrosamiento de la piel con nédulos alopécicos multifocales ulcerados

de entre 5mm a 3 cm de didmetro, sin presencia de exudado de algun tipo.

Aparato respiratorio.
Lébulos pulmonares con zonas multifocales de apariencia nodular blanca. Asimismo se observaron en los bordes

de los I6bulos pulmonares zonas enfisematosas (Imagenes 6-8).

Aparato digestivo

Estémago: con restos de alimento, asi como la presencia de una membrana posiblemente resto de placenta.

Intestinos: mucosa hemorragica, con presencia de parasitos intestinales cuya morfologia es consistente con el

cestodo Dipylidium caninum y nematodos con morfologia consistente con Ancylostoma caninum.

El resto de érganos examinados no presentaron ningun cambio morfolégico aparente.
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Histopatologia

Neumonia intersticial multifocal, sin desarrollo de lesion granulomatosa clasica, asi como zonas de enfisema
(Iméagenes 9y 10).

Linfonodos mediastinicos reactivos (hiperplasia linfoide) (Imagenes 11 y 12). Con la tincion de Ziehl-Neelsen
(ZN) se observan algunos macroéfagos positivos (citoplasma rojo intenso) (Imagen 13).

Imagen 6. Vista ventral de pulmén
derecho. Se observan nddulos blancos en
el parénquima pulmonar asi como zonas
enfisematosas en el borde del I6bulo
pulmonar.

Imagen 7.Vista dorsal de pulmén
derecho. Se observan miiltiples nédulos
de diferentes diametros color blanco

Imagen 8. Acercamiento, se aprecian nddulos
blancos de diferentes diametros.
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Imagen 10. Fotomicrografia de pulman. La flecha seiiala
un macréfago espumoso. Tincion H&E. 40X

Imagen 9. Fotomicrografia de pulmén. Se observan
septos alveolares engrosados (neumonia
intersticial).Tincion H&E. 10x.

Imagen 11. Fotomicrografia de Linfonodo. Se observan Imagen 12. Fotomicrografia de Linfonodo. Se observa

abundantes células linfoides poblando la corteza del aumento en la poblacién de linfocitos en la corteza del érgano
linfonodo (hiperplasia linfoide). Tincién H&E 10 x. (hiperplasia linfoide). Tincién H&E 10 x.

Imagen 13. Fotomicrografia de Linfonodo . Células
mononucleares positivas con citoplasma rojo. Tincién ZN,
100x.
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7.5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa

Resultado de la PCR anidada realizada de los érganos obtenidos en la necropsia. Se observa la amplificacion de
los productos esperados en las muestras de pulmén y linfonodos retrofaringeos, traqueobronquiales vy
mediastinicos (Figura 7.15).

500 pb

208 pb

Figura 7.15. Resultados del PCR anidado para el gen mpb70. Gel de agarosa al 2% teiiido con
bromuro de etidio. Se observa en el primer carril el marcador de peso molecular (100 pb),
Control positivo, 1. Pulmén, 2. Linfonodo (MES) + intestino, 3. Pulmaén, 4. Linfonodos (RT, TRAQ,
MED), Control negativo. RT=Retrofaringeo; TRAQ=Traqueobronquial; MED=Mediastinico;
MES=Mesentérico.

7.5.4 Resultados de Cultivo

No se observé crecimiento en los medios de cultivo inoculados.
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8. DISCUSION

Tras la implementaciéon de la Campana Nacional contra la Tuberculosis Bovina en México (NOM-031-ZOO-
1995), se ha logrado disminuir considerablemente la prevalencia de la enfermedad, sin embargo, dicha
prevalencia aun es del 16.5 % en cuencas lecheras (SENASICA). La presencia de otras especies en las
unidades de produccion representa un problema de salud publica no solo para el combate de la tuberculosis
bovina sino para otras enfermedades, debido al potencial que poseen como reservorios de M bovis. La infeccion
con M. bovis en animales de vida silvestre ha sido documentada en varias partes del mundo como Europa,
Africa, Asia, Australia, Nueva Zelanda y América, en poblaciones que se distribuyen alrededor de hatos
infectados (Olsen, 2010), representando un problema en el control y erradicacion de la enfermedad (Shrikrishna
et al, 2009).

En el caso de perros y gatos, se tienen algunos informes en los que se ha confirmado la infeccion con M.
tuberculosis, asi como con M. bovis, ya sea por la convivencia con individuos infectados (humanos, bovinos o
fauna silvestre) o infectados experimentalmente. (Aranaz et al, 1996; Erwin et al, 2004; Turinelli et al, 2004;
Parsons et al, 2008; Burgt et al, 2009; Moravkova et al, 2011; Parsons et al, 2012; Broughan et al, 2013; Vitirito et
al, 2013; Roberts et al, 2014).

En el presente estudio, tras la asociacion del resultado de la prueba de IFN-y con los habitos de los perros
identificados como factores de riesgo, se obtuvo una razén de momios (OR) de 4.91 para obtener un resultado
positivo en la prueba de IFN-y al permanecer libres (no estar amarrados) y un OR de 19.35 para obtener un
resultado positivo en la prueba cuando deambulan libremente por el establo por lo tanto, estos resultados
sugieren que los habitos de las mascotas son un factor de riesgo importante para contraer la infecciéon. Se sabe
que los perros desempefian un papel como hospedero incidental (spillover host) del M. bovis, la poblacién canina
del CAIT al convivir con los bovinos, podria infectarse y excretar la micobacteria, lo que representa un mayor
problema para el control de la enfermedad en la cuenca; ademas del problema de salud publica que este

representa ya que el perro es una posible fuente de infecciéon para los humanos.

El analisis estadistico univariado, no determiné variables significativas (p <0.20), sin embargo, hay que
considerar la plausibilidad biolégica que existe en varios habitos de comportamiento que tienen los perros para
que contraigan la infeccion, ya que en algunas especies, la infeccion se desarrollara tras el consumo de
cadaveres con lesiones o restos de animales infectados (Olsen, 2010). Dichos habitos de comportamiento son: el
consumo de leche bronca, 146 perros (58.4%) consumen leche bronca, cuya frecuencia de consumo va de una,
dos o tres veces a la semana, cada tercer dia, dos veces al dia o una vez al dia. En lo que respecta a la
convivencia con otras especies, se ha demostrado que los perros que conviven con pacientes tuberculosos
contraen la infeccion (Parsons et al, 2012). En el presente estudio 66 perros del CAIT (56.9%) conviven con
vacas por lo que se considera que es un factor de riesgo importante para que contraigan la infecciéon. El consumo

de restos de animales es también un habito comin en la poblacién canina del CAIT que podria favorecer la
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presentacion digestiva de la enfermedad, ya que 71 perros (28.4%) consumen o han consumido restos de

animales como: placentas, fetos, carne o visceras, heces o fluidos.

Las heces son una fuente de contaminacién y de transmision de enfermedades, por eso es importante su manejo
en las mascotas, ya que al estar a la intemperie, estas se deshidratan y se desintegran contaminando el
ambiente. Asimismo se ha demostrado que las heces y orina de la fauna silvestre como tejones son fuente de
contaminacion del agua del ganado (Phillips et al, 2003), y si la micobacteria es excretada en grandes

cantidades, las vacas pueden ingerirla contrayendo asi la infeccion.

De acuerdo a las encuestas del presente estudio, 134 perros (53.6%) tienen una convivencia cercana o muy
cercana con los humanos, la probabilidad de transmision de la enfermedad de perros a humanos podria suceder
si el perro se encuentra excretando la micobacteria. Existe evidencia de la transmision de M. bovis de un gato a
un humano en el Reino Unido (Roberts et al, 2014).

La metodologia para la aplicacion de la prueba de tuberculina en perros utilizada en este estudio fue la descrita
por Greene (2012), con una modificacion por facilidad de manejo (inoculaciéon de 0.1 ml de PPD bovino en la
cara externa de la oreja derecha, en lugar de la cara interna) a diferencia de lo descrito por Parsons et al (2012)
cuyo sitio de aplicacién fue en la piel del muslo en la parte medial, sin embargo, los resultados obtenidos, fueron

similares, teniendo una reacciéon de 0 a 5 mm en la mayoria de la poblacion (56 perros, 87.67%).

Snider et al (1975), al realizar la aplicacion de tres diferentes tuberculinas (tuberculina estandar de mamiferos
USDA, PPD vy tuberculina vieja) obtuvo diferentes reacciones en los perros, en algunos casos teniendo

resultados positivos con dos o los tres tipos de tuberculinas.

Se ha observado que el empleo de proteinas como ESAT-6 y CFP-10 mejoran la especificidad de la prueba de
tuberculina, demostrando su utilidad ya que estas se encuentran ausentes en la mayoria de las micobacterias
ambientales, no causan ninguna reaccion en animales no infectados (Flores-Villalva, et al, 2012). Con los
resultados obtenidos por Snider y lo observado por Flores, el uso de antigenos especificos de micobacterias
patdégenas para la prueba de tuberculina, podria resultar efectiva para la detecciéon de perros infectados con la

micobacteria.

De los estudios que se han realizado en perros, no se tiene bien establecido el sitio de aplicacion, ni el punto de
corte para considerar positivo o negativo a un animal. Se han utilizado diferentes sitios anatémicos para la
aplicacion de la tuberculina como: piel del térax a la altura de la unién costocondral (Snider et al, 1975), cara
medial de la piel del muslo (Snider et al, 1975; Parsons et al, 2012) y piel de la cara interna de la oreja (Greene,
2012); sin embargo, el perro tiene la facilidad de alcanzar estos sitios y rascarse, pudiendo interferir en el
resultado de la prueba. Por lo tanto en el presente estudio se concluye al igual que Parsons et al (2012) que con

la metodologia descrita en estudios anteriores, la prueba de tuberculina es poco especifica.
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El uso de la prueba de IFN-y como herramienta diagnostica de la enfermedad, incrementa la deteccion de
animales infectados en la fase temprana de la infeccién, en el caso bovinos, se puede tener un mayor nimero de
animales positivos con respecto a la prueba de tuberculina, que muchas veces es inespecifica 0 no detecta a
animales anérgicos o en la fases en la que la respuesta inmune es de tipo Th2 (De la Rua-Domenech et al,
2006).

A pesar de que la prueba de IFN-y para perros no establece un punto de corte a partir del cual puedan ser
considerados positivos 0 negativos, con base en los resultados de Parsons et al (2012), pudimos detectar 33
animales positivos a la prueba (concentraciéon de IFN-y > 198 pg/ml); mientras que con la prueba de tuberculina
Unicamente detectamos 9 animales positivos (= 5 mm). A pesar de estas diferencias en los resultados de las
pruebas, tenemos evidencia de que los perros poseen células de memoria hacia antigenos micobacterianos. A
pesar de que algunos autores (Parsons et al ,2012), sugieren que la prueba de tuberculina es ineficaz, es posible
detectar animales positivos mediante la prueba de IFN-y, por lo que seria importante establecer un punto de corte
de ambas pruebas en perros para una deteccion eficiente de animales infectados, ya sea que cohabiten con

bovinos o0 humanos tuberculosos, en ambos casos, estos representan un problema de salud publica.

La radiologia como método de diagndstico de tuberculosis es comunmente utilizada en el humano, debido a la
naturaleza de las lesiones tuberculosas, estas pueden ser observadas como estructuras radiopacas en los
I6bulos pulmonares. El estudio radiografico en perros, podria ser una prueba de diagnéstico complementaria
cuando los animales muestren signos clinicos de enfermedad respiratoria. Al respecto en el presente estudio se
llegé a la conclusion de que los perros positivos a las pruebas inmunoldgicas cursaban con algun tipo de
neumonia, sin embargo, debido a que ninguna apariencia radioldgica es patognoménica de tuberculosis, para

llegar a un diagnéstico definitivo, es necesario realizar las diferentes pruebas diagnésticas disponibles.

Los hallazgos a la necropsia del perro que murié durante el estudio fueron: lesiones nodulares blancas
multifocales en pulmén y a la histopatologia se pudo observar neumonia intersticial multifocal. Dichas lesiones no
lucian como los granulomas comunmente observados en bovinos, sin embargo, en ratones se ha documentado
que la infeccion con cepas de M. bovis con diferente virulencia producen diferentes grados de lesién pulmonar,
encontrando zonas focales de neumonia con cepas atenuadas, hasta neumonia de moderada a severa con
zonas de necrosis, asi como inflamacién perivascular con cepas virulentas (Aguilar-Ledn et al, 2009). Por otro
lado Roadhes et al (1997) demostraron que algunos de los ratones infectados con M. bovis desarrollan neumonia
intersticial y de acuerdo a la virulencia de la cepa se desarrollara una lesiéon grave o moderada. En el caso de los
perros, se ha documentado que las lesiones histopatoldgicas son muy variadas, encontrando desde neumonia
intersticial hasta lesiones granulomatosas clasicas en diferentes érganos, por lo tanto se sugiere que la
presentacion de lesiones en el perro podria no ser similar a las lesiones de tuberculosis en los bovinos pero si

similar a la neumonia intersticial descrita en los ratones.

El estado inmunoldgico, el estado nutricional y el estrés de un perro podrian jugar un papel determinante para la

presentacion de enfermedades y lesiones no soélo para la tuberculosis si no para otras enfermedades que
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comunmente afectan al perro. El manejo de medicina preventiva de la poblaciéon canina del CAIT, unicamente
abarca la vacunacion anual contra la rabia, asi como desparasitacion minimo cada seis meses. En gatos se ha
asociado que la presentacion de tuberculosis se ve favorecida por la coinfeccion con el virus de la
inmunodeficiencia felina (Abalos y Rematal, 2004); por lo tanto, la presentacion de enfermedades virales
inmunosupresoras en los perros, podrian favorecer la presentacion de infecciones bacterianas secundarias. Esto
sumado a los factores que ya se discutieron anteriormente, podrian favorecer la infeccién con micobacterias en

esta poblacion.

De acuerdo con la guia para el seguimiento epidemiolégico de la tuberculosis bovina (SENASICA, 2015), la
eliminacion del problema de un hato se resuelve con la despoblacion total en hatos con prevalencias menores al
10% probar y eliminar a los reactores; asi como bioseguridad, manejo adecuado del hato infectado y

cumplimiento de los protocolos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, una de las propuestas para evitar una diseminacion
mayor de la enfermedad dentro de la cuenca lechera, tanto en la poblacién canina como en la poblacion de
bovinos y humana, seria reducir la poblacién de perros que conviven con los bovinos y llevar un mejor control en
la poblacion bovina. Una de las acciones que se llevan a cabo en el Reino Unido desde el 2006 como medida de
control de la enfermedad, es el reporte obligatorio de mascotas enfermas de tuberculosis, una medida de este

tipo en nuestro pais podria ser implementada, por el problema de salud publica que esta representa.
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9. CONCLUSIONES

La convivencia cercana de los perros con bovinos expuestos naturalmente a M. bovis, asi como los habitos de
los mismos son un factor de riesgo para contraer la infeccion.

La prueba de IFN-y, es un método de diagnédstico de tuberculosis confiable en perros.

Mycobacterium bovis se encuentra presente en la poblaciéon canina que cohabita con bovinos.
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Censo de Poblacion Canina del CAIT

Folio:

Establo

Coordenadas

w

[

Nombre del entrevistado

Cargo en el establo

¢Existen perros en el Numero de perros
el P Edad de los perros P
establo? Total
i Menor de 7 aios
Si [ Adulto o [ Hembras
No ] Mayor ade 7 afios [ ]
Cachorro Machos
éLos perros deambulan libremente | ¢Tienen acceso a otros establos? En este establo, ¢lngresan
por el establo? animales de otros establos?
Si ] Si ] Si ]
No No N
O ] ° ]

¢Qué animales ingresan?
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FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIAY ZOOTECNIA

Cuestionario de Salud General Poblacion Canina del CAIT

Establo I:l

Fecha
Folio
Nombre del entrevistado Actividad que realiza en el establo
DATOS DEL PERRO

Nombre Raza Edad
Sexo Seiias Particulares
(M _H | ]
Lugar de origen de su mascota Adquisicidn

Hidalgo, Tizayuca, CAIT (Otro Mercado, Particular,

Establo o Casa), Otro Estado o Pais Adopcidn, Regalo, Llegd solo
¢Convive con otros animales? Especificar Castrado/OVH Reproduccién No camadas

| si NO | \ | | si NO | |si NO | | |
Agresivo Personas Agresivo Animales Alimentacion Frecuencia Alimentacion
‘ Si NO ‘ ‘ Si NO ‘ Croqueta Una vez al dia
Alimento enlatado Dos veces al dia
Restos de comida Tres veces al dia

Frecuencia de bafo éCon qué se bana?

Cada semana Jabdn de perro

Cada mes Shampoo de perro

Cada seis meses Jabon/Shampoo otro

Nunca

Funcién Zootécnica

Compaiiia, Trabajo, Guardia
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Atencion Médica Veterinaria

1. ¢Considera a su mascota un | [] Si
miembro mas de su familia? [1 No
2. éSu mascota ha recibido| [J No, nunca (] Hace mas de un afio
alguna vez atencion médica | [ De pequefio '] Nolosabe
veterinaria? [l Hace un afo o menos
3. Desde que usted tiene a su | [ Si []  No sabe
mascota, ¢ha enfermado | [] No
alguna vez?
4. De las siguientes opciones, | [] Llevarloal MVZ (] Nada
éQué accion realiz6 para| [| Le dio medicina de la
curarlo? que tenia
5. éVacuna o havacunado alguna | [ Si, de cachorro ] Hace seis meses
vez a su mascota? [J Si, cada afio (] Hace menos de seis
6. éQUE TIPO DE VACUNA [1 Hace mas de un ano meses
APLICO? (] Nolosabe
[l Nunca
7. ¢Desparasita o} ha | [ Si, de cachorro (] Hace un afio o menos
desparasitado alguna vezasu | [ Si, cada 6 meses/cada [ No losabe
mascota? ano (] Nunca
[]  Hace mas de un aiho
8. Quién aplica los “Usted

medicamentos o vacunas a su
mascota?

[1Su veterinario

Comportamiento

9. Su mascota permanece la| [1 Libre [1  Amarrado en el dia, suelto
mayor parte del tiempo: [1 Amarrado por las noches
[1 Suelto en el dia, amarrado
por las noches
10. ¢Su mascota camina | [ Si
libremente por el establo? [1 No
11. ¢éEn qué dareas del establo | [I Todo el establo ] Becerreras
puede estar su mascota? [] Casa (] Almacén de alimentos
[1 Corrales [] Sala de ordefa
12. Si su mascota ingresa a la| [1 Si
ordeiia, épuede hacerlo | 11 No
durante la misma?
13. éSu mascota sale del establo? [] Sia otros establos | Si, sélo cuando lo saca
[l Si en las calles usted
Unicamente | No, nunca
14. iQué tan cercana es la| [J Nula [J Cercana
convivencia de su mascotacon | [ Poca | Muy cercana

las personas del establo o su

Especifique:
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familia?

¢Qué tan estrecho es el contacto | [J Ninguno ] Permite que lo lama
con su mascota? [J Lo acaricia algunas [ Duerme con él
veces
15. ¢DAnde duerme su mascota? [1 Dentro de la casa [] Enlos corrales
[l En alguna habitacion del [J Nolosabe
establo (oficina, almacén
alimentos, sala de ordefio)
16. ¢Sabe dénde defeca su| [] Si O
mascota? [l No
17. ¢éEn qué lugar ha visto que | [ En los corrales (1 Enlasalade ordefia
defeca su mascota? [J Afueradelacasa [J No sabe
[l En la bodega de [ otro
alimentos
18. éQué hace con las heces de su | [0 Lasrecoge [ Ahilas deja
mascota?
Alimentacion
19. éSu  mascota tiene plato| [1 Si
propio para comer? 0 No
20. ¢Su mascota tiene plato| [ Si
propio de agua para beber? O No
21. ¢Cual es el origen del aguaque | [] Delallave [J De los bebederos del
le proporciona a su mascota? [1 De pozo ganado
[1 Donde la encuentre
[] No sabe
22. éSu mascota consume o ha | [ Si
consumido leche bronca o sin| 0 No
hervir?
23. ¢En qué etapa de su vida la | [] De cachorro [J Toda suvida
consumio?(la leche bronca) (1 Alguna vez en su vida [0 Otro:
24. iCon que frecuencia consume | [] Cada vez que se ordefia [1  Unavezalasemana
la leche bronca? [l Unavezaldia
25. éSu mascota consume o ha | [ Si [] No sabe
consumido restos de| 0 No
animales?
26. ¢Qué restos consume o ha | [] Placenta [] Ratas
consumido? [l Fetos [1 Carne o visceras
[0 Heces [0 Fluidos (sangre,
liguidos del parto)
Estado de salud actual
27. éHa notado alguno de los | [1 Depresion [ Diarrea
siguientes signos en su | [] Pérdida del apetito | Diarrea con sangre
mascota dltimamente? 1 Pérdida de peso | Distension del
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[l Tos
[1 Dificultad para respirar
[l Moco nasal

O

abdomen
Otro:

28. élngresan perros u otros animales L] Si
de otros establos a este establo? 0 No
[ Nosabe
29. ¢Qué animales ingresan al [l Perros [J Cerdos
establo? [l Gatos [J Conejos
[l Borregos (1 Otro:

Observaciones
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Examen Fisico General
Perros en el Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca, Hidalgo (CAIT)

Establo Identificacion Sexo Edad No.____

Raza Fecha

Examen Fisico General

CONSTANTES
Antecedentes

Actitud General: Condicidn general: Elasticidad de la piel:

Frec. Respiratoria: /min. Frec. Cardiaca: /min. Temperatura: °C
Deshidratacion: % TLLC: seg. Peso: kg.

MUCOSAS
Oral: Nasal: Ocular: Prepucial: Vaginal: Anal:

GANGLIOS LINFATICOS
Retrofaringeos: Submandibulares: Pre escapulares:
Subescapulares: Inguinales: Popliteos:

Reflejo deglutorio: Si No Reflejo tusigeno: (+) (-) Traquea:
Campos pulmonares: Ritmo cardiaco:
VALVULAS

Pulmonar: Adrtica: Mitral: Tricuspide:

Abdomen:
Piel:
Pelo:

OTROS HALLAZGOS:

Toma de muestras

Contencién Muestras colectadas

Tipo de muestra Si/No | Caracteristicas
Farmaco y dosis Sangre
utilizada Heces

Exudado nasal

Resultado

Prueba PPD Inicial Final
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Anexo IV

Cuadro 13. Alteracién en linfonodos por individuo

LINFONODOS

ID RAZA SEXO | EDAD | Retrofaringeos mansdb;lta)ular esc::)eular esczl::llar Inguinal | Popliteo

1 Criollo H N N N N N N

2 Criollo M N N N N N N

3 Criollo M N N N N N N

4 Criollo H 15 N 1 DER N N N N

5 Criollo H 6 N N N N N N

6 Chichuahua | H 2 N T2 N N N N

7 Chichuahua | M 4 N N N N N N

8 Cruza cocker H 7 N N N N N N

O | i | N N N N NN

10 Aii:fa?;?o M 11 N tizq N N tiza | Tiza

11 Ratonero M N N N N N N

12 Pitbull H N N Tiza N N N

13 Criollo M ™ N N Tizq N N N

14 Weimaraner | H N N N N N t1za

15 Chichuahua | M 6 N Tizq N N N N

16 Pastor belga H N N N N N N

17 Criollo M ™ N N Tizq N N N

18 A?Ji:facll;?o H N tizq N N N 1 DER

19 Ganadero |, N N N N N 1 DER
Australiano

20 Cruza collie M N N N N N N

21 Poodle H Tizq N N N N N

22 Chichuahua | H N N N N N N

23 aii:;‘?i:rnoo M 1.4 N N N N N N

24 aia;g?;rnc’o H 2 N N N N N N

25 Criollo M 2 N N N N N N

26 ;Zf:;rn M | 10m N N 1 DER N N N

27 Criollo H 7m N N N N N N

28 Criollo H N N N N T2 T2

29 Criollo H 5 N N N N N T2
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30 Boxer M N N N N N N
31 Boxer H 5m N N N N N N
32 Béxer H N N N N N N
33 Dalmata H N N N N N N
34 Boxer H N N N N N N
35 Dalmata M Tizq N N N N N
36 Schnauzer H Tiza N N N N N
37 Criollo M 1 N T2 Tiza N N N
38 Criollo M 1 N T DER N N N N
39 Criollo M 1 N 1 DER N N T1za | TDER
40 Criollo H 6M N T2 N N T1za N
41 Criollo H 2 N 1 DER N N N N
42 Criollo M 6M N 1 DER N N N N
43 San Bernardo M 3 N N N N N N
44 Criollo H N N N N N N
45 Criollo H 6m N N N N N N
46 Criollo M 6M N N N T DER N N
47 Maltes M 1 N Tizq Tizq N TDER | TDER
48 Maltes H 1 N 1 DER N 1 DER N 1 DER
49 Boxer H N T2 N T DER N N
50 Aiz::’a‘f; r:o M 2 N 12 N N N N
51 A?Ji:facll;?o H N 12 N *DER | 1 DER N
52 Ratonero H 2 N T2 N N Tper | Tiza
53 Criollo H 12 T2 12 T2 12 12
54 Criollo H N 1 DER N N N N
55 Criollo H |15a2 N N N N N N
56 CRIOLLO H 1 N 1 DER N N N N
57 CRIOLLO H 5 N 1 DER N 1 DER N tiza
58 CRIOLLO M N T2 N N N N
59 CRIOLLO M 5M N T2 1 DER 1 DER Ti1zq t1za
CRUZA
60 PASTOR H 12 1 DER N N N 12
ALEMAN

61 CRIOLLO H N N N N N tiza
62 Criollo M 3 N N N N N N
63 Criollo M 2 N N N N N N
64 Lair;jor M 2 N N N N N N
65 |CruzaGolden| M 3 N N N T DER N N
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66 Cruza Maltes | M N T2 N N N
67 Criollo M 14 N 1 DER N N N
68 Ganadero H 4 N 1 DER N N N
Australiano
69 Pastor M 13 N Ti1za N N 1 DER
Aleman
Pastor
70 Alemin H 6M N N N N Tizq
71 Weimaraner | H 3,4 N 1 DER N N N
72 Chichuahua H 2 N T2 N N N
Anexo V

Cuadro 14. Resultados de las pruebas de tuberculina e IFN-y por individuo.

INDICE DE . .
ID IFN DO(PROMEDIO) | i 2 | PPDP | Tuberculina
SE | PPD® | PK SE/PPD Pg/ml | aumento en
mm
3 0.1945 | 0.1495 | 1.2945 | 0.76863753 | 17°-° 1
7 0.098 | 0.0815 | 3.4255 | 0.83163265 5.3 0
8 008 | 012 | 3.915 1.5 101.75 0
9 1.405 | 0.5625 | 3.8485 | 0.40035587 | 1208 1
10 0.057 | 1.7705 | 3.9065 | 31.0614035 | 4228 2
11 0.0525| 0514 |3.8735 | 9.79047619 | 1086-7> 1
12 0.0665 | 0.182 | 0.0565 | 2.73684211 | 2°%7° 3
13 0.0575 | 0.2715 | 3.8205 | 4.72173913 | *80-> 1
14 0.1445| 1.0185 | 3.75 | 7.048aa201 | 2348 2
118
16 0.144 | 0.1265 | 3.6155 | 0.87847222 1
495
17 0.1435| 0.0595 | 3.769 | 0.41463415 4
213
18 0.117 | 0.1645 | 3.7845 | 1.40598291 2
19 0082 | 084 |3.9235| 102439024 | 120175 0
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114.25

20 0.0605 | 0.125 |3.5735 | 2.0661157 1
21 0.113 | 0.1175 | 3.4255 | 1.03982301 | °O°° 2
22 0.1185 | 0.0925 | 3.8255 | 0.78059072 33 1
23 0.11 | 0.2475 | 0.0765 2.25 420.5 1
24 0.055 | 0.2975 | 3.893 | 5.40909091 | ¥ 1
25 0.053 | 0.7575 | 3.7355 | 14.2924528 | 169 7
26 0.0965 | 0.879 | 1.913 | 9.10880829 | 19992° 9
27 0.0575| 0.302 | 1.8795 | 525217391 | 2273 3
28 0.051 | 0.1715 | 3.9275 | 3.3627451 | 230 2
29 0.0595| 0.62 |3.8515| 10.4201681 | -3°173 13
30 3.522 | 0.088 |3.2805| 0.0249858 | 217° 3
31 0.0795 | 0.068 |3.8895 | 0.85534591 | 2827 1
32 0.084 | 0.0725 | 3.7435 | 0.86309524 17 0
33 0.1675| 0.838 | 3.912 | 5.00298507 | 89673 3
34 0.0935| 0.115 | 3.703 | 1.22994652 | 5°-2° 2
35 0.1465 | 0.6315 | 3.921 | 43105802 | 1380 3
36 0.078 | 0.13 |3.7005| 1.66666667 | +2&7° 0
37 0.095 | 0.1325 | 2.683 | 1.39473684 | 133 1
38 0.1035| 0.1715 | 2.1785 | 1.65700483 | 230 1
39 0.1745 | 1.4455 | 3.933 | 828366762 | 12 5
40 0.0785 | 0.082 | 3.8785 | 1.04458599 | ©7° 2
41 0.0995 | 0.232 | 3.8385 | 2.33165829 | 38173 2
42 0.0705| 0.119 | 3.565 | 1.68794326 | °°'%° 4
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2795.5

43 0.1275 | 1.1975 | 3.8005 | 9.39215686
a4 0.1455 | 0.055 | 3.412 | 037800687 | °07°
45 0.2315 | 0.0655 | 3.4675 | 0.28293737 | SO
46 0.2225 | 0.062 |3.4975 | 027865169 | 3%
a7 0.1915 | 0.0585 | 2.5875 | 0.30548303 >2

a8 0.7235 | 0.053 | 22455 | 007325501 | ©°7°
49 0.1255 | 0.334 |3.8665 | 266135458 | °3°07°
50 029 | 01435 | 3.207 | 049482750 | 100
51 0.056 | 0.084 | 3.8725 1.5 11.75
53 0.0995 | 0.3275 | 3.625 | 3.29145729 | ©%0-
54 1.028 | 1.0095 | 3.8045 | 0.98200389 | 23%°
55 0.5705| 0.792 | 3.8815 | 1.38825592 | +/8L7°
56 012 | 115 | 3.808 | 958333333 | 20767°
57 0.229 | 1.5385 | 3.805 | 6.71834061 | >°%°
58 0.128 | 0.4215 | 3.8505 | 3.29296875 | °°°°
59 0.204 | 0.5155 | 3.884 | 2.52696078 | 090
60 0.1665 | 1.869 |3.4145 | 112252252 | 44742
61 0.5125 | 0.1375 | 3.3515 | 026829268 | 14>
62 0.367 | 0.141 |3.6565 | 0.38419619 | ->%2°
63 0.687 | 0.068 | 3.671 | 0.09898108 | 282
64 0.2365 | 0.6805 | 3.724 | 2.87737844 | >3
66 0.185 | 0.1985 | 22115 | 1.07297297 | 28

67 13155 | 1.017 | 3.931 | 077309008 | 23442
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1618

68 0.0665 | 0.7265 | 3.541 | 10.924812

69 0.0645| 036 |3.2765| 558139535 | /017>
153

70 0.064 | 0.1405 | 3.5725 | 2.1953125

71 0.094 | 00755 | 3.112 | 0.80319149 9.3

72 0.1395 | 1.106 | 3.9225 | 7.92831541 | 2°96-7>

73 0.0735 | 0.0905 | 3.9285 | 1.23129252 28
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