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RESUMEN

El presente estudio evalud el efecto en el control de la tuberculosis bovina al
implementar un programa de vacunacion y buenas practicas de manejo en un
establo lechero. Se considero un andlisis retrospectivo de la prevalencia de
tuberculosis antes del programa y un estudio epidemiolégico longitudinal
prospectivo sobre la prevalencia a través de las generaciones. La duracion fue
de 3 afos. Los animales fueron sometidos a un programa de vacunacion y
buenas practicas de manejo. Los recién nacidos recibieron calostro y leche de
vaca pasteurizada. En esta etapa se les aplicé por una sola vez la vacuna
Mycobacterium bovis BCG. Al inicio y al final del estudio se realiz6 la prueba de
la tuberculina a los animales dentro del hato. Se llevdé un registro de las
prevalencias generadas al inicio y al final del estudio.La variable a evaluar fue
la prevalencia de Tuberculosis bovina dentro del hato por medio de la prueba
de la tuberculina. Asi mismo, se llevo un registro de tasas de mortalidad en el
area de becerros a través de los afios. La proporcion de animales enfermos de
tuberculosis en el afio 2007 en comparacion con los animales enfermos en el
2010 es estadisticamente significativa (P=0.00). Las tasas de mortalidad a
través de los afilos no mostraron correlacion estadisticamente significativa. Si
bien, no hay diferencia estadistica entre las tasas de mortalidad al implementar
el programa, la tasa de tuberculosis bovina si presenta diferencia estadistica,
con lo cual podemos inferir que el programa ofrece ventajas prometedoras en
la reduccién de la tuberculosis bovina a mediano plazo.

Palabras clave: Tuberculosis bovina; Prevalencia; Control.
jii



ABSTRACT

The present study evaluated the effect on the control of the bovine tuberculosis
when implementing a program of vaccination and good management practices
in a dairy farm. It was considered a retrospective analysis of the prevalence of
tuberculosis before the program and a prospective longitudinal epidemiological
study on prevalence through the generations. The duration was of 3 years. The
animals were subjected to a program of vaccination and good management
practices. The newborn calves received colostrum and pasteurized cow's milk.
At this stage was applied once only Mycobacterium bovis BCG vaccine. At the
beginning and end of the study was performed tuberculin test to the animals
within the herd. A record was kept of the prevalence generated at the beginning
and end of the study. The variable being evaluated was the prevalence of
bovine tuberculosis in the herd by the tuberculin test. Also, a registry was
carried of mortality rates in the area of calves through the years. The proportion
of animals suffering from tuberculosis in 2007 compared with diseased animals
in 2010 is statistically significant (P=0.00). Mortality rates over the years
showed no statistically significant correlation. Although, no statistical difference
between the mortality rates by implementing the program, the rate of bovine
tuberculosis if present statistical difference, which we can infer that the program

offers promising benefits in reducing bovine Tuberculosis at medium term.

Keywords: Bovine tuberculosis; Prevalence; Control.



INTRODUCCION

La Tuberculosis bovina es una de las enfermedades de mayor impacto
en la industria ganadera, ocasiona pérdidas econdmicas por decomisos en
rastros y reduccion en la produccién de leche hasta en un 17% (NOM-EM-017-
Z00-2005), pérdida de peso en el ganado lechero de un 36% y disminuye la
tasa de concepcion en un 12% (Suazo et al., 2003).

Cerca de 50 millones de animales se encuentran infectados,
ocasionando pérdidas de 3 mil millones de dolares al aflo aproximadamente
(Steele, 1995). M.bovis es el agente causal de la Tuberculosis bovina,
considerada una zoonosis al afectar a la poblacion humana a través del
contacto con animales enfermos, consumo de leche y sus derivados sin
pasteurizar (Raviglione, et al.,1995). Anualmente se detectan en el mundo 9
millones de casos nuevos de tuberculosis humana y 2 millones mueren por
esta causa (CDC, 2007).

En México la NOM-EM-017-ZO0-2005 propone controlar la enfermedad,
a través de deteccion y sacrificio. Sin embargo, al no existir un programa de
indemnizacién por pérdidas econémicas debido al sacrificio de los animales
enfermos, no ha sido posible erradicar la enfermedad. En paises
industrializados, programas de control y erradicacion de la tuberculosis bovina,
junto con pasteurizacion de la leche, han disminuido drasticamente la
incidencia de la enfermedad en el ganado y en el humano. En paises en

desarrollo, sin embargo, la tuberculosis bovina estd ampliamente distribuida,



aunado a que no se aplican medidas de control o a que solo se aplican
esporadicamente (Cosivi et al.,1998).

Renteria y Hernandez (1996) demostraron que el manejo del calostro, la
leche y el estatus de la madre ante la prueba de la tuberculina, se asociaron
con el riesgo a la exposicion de Mycobacterium en becerros. Es decir, el riesgo
de ser reactores a la prueba de la tuberculina se incrementé de 11% en
becerros nacidos de vacas no-reactoras al 33% en becerros nacidos de vacas
reactoras.

A nivel experimental se ha reportado que una sola inoculacion
subcutanea de BCG, induce proteccion contra el desarrollo de lesiones
tuberculosas en animales infectados con una cepa virulenta de M. bovis. Al
parecer la vacunacion disminuye el contagio entre animales infectados,
reduciendo el tamafio de las lesiones y la carga bacteriana (Suazo et al. 2003).

Lopez et al. (2009) llevaron a cabo un estudio epidemiologico de campo
para evaluar la vacuna de Mycobacterium bovis-Bacillus Calmette-Guerin (Mb-
BCG). 140 becerros negativos a tuberculosis se dividieron en dos grupos, no
vacunados y vacunados, recibieron calostro pasteurizado, leche pasteurizada y
alimento concentrado. Compartieron el mismo corral y estuvieron en contacto
con vacas tuberculosas. Las frecuencias de tuberculosis entre los grupos
(22.7% Vs 9.2%) fue diferente (p=0.03). Ademas, los becerros no vacunados
tienen 2.4 (1C95%:1.07-5.68) veces mas probabilidad de infectarse que los

vacunados.



Por lo anterior, el objetivo de este estudio es implementar un
programa de vacunacién con BCG y buenas practicas de manejo en un

establo lechero y evaluar su efecto en el control de la Tuberculosis

bovina a través de los afios.



REVISION DE LITERARTURA
Etiologia

El organismo causante de la Tuberculosis bovina es Mycobacterium
bovis, miembro del complejo Mycobacterium tuberculosis (O’Reilly y Daborn,
1995). Mycobacterium tuberculosis se compone de varias especies
relacionadas, incluyendo M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M.
canetti, M. pinnipedii, M. caprae y recientemente M. mungi (Alexander et al.,
2010).

Las micobacterias del complejo M. tuberculosis, se caracterizan por
tener una estrecha relacion filogenética, pero difieren ampliamente en cuanto a
sus tropismos, fenotipos y patogenicidad (Sreevatsan et al., 1997). Algunos
miembros son exclusivos de humanos (M. tuberculosis, M. africanum, M.
canetti) o patégenos de roedores (M. microti), mientras que otros tienen un
amplio espectro de huéspedes (M. bovis, M. caprae) (Brosch et al., 2002).

M. bovis tiene notablemente una amplia gama de huéspedes, siendo
responsable de la enfermedad en animales silvestres, animales cautivos
incluidos ciervos domésticos, ganado (bovinos, caprinos, bufalos asiaticos,
camellos, alpacas y llamas) primates y humanos (O’Reilly y Daborn, 1995).

M. bovis es de lento crecimiento y requiere un minimo de 14 dias para
que las colonias sean visibles en el medio de cultivo. En medio de cultivo con
base de huevo, la colonia tipica es pequefia, redondeada, de color amarillo
palido a beige con bordes irregulares y superficie granular. En medio agar es

de color blanco, delgada, dura y plana con un monticulo central. Las

4



micobacterias se describen como “acido-alcohol resistentes” porque cuando se
tiien con carbol-fucsina resisten la decoloracion con &cido-alcohol. Cuando se
tifen, M. bovis aparecen como cocobacilos de color rojo de 0.3-0.6 ym por 1-4
pm (Corner, 1994).

En medio de cultivo con base de huevo en lugar de glicerol, se agrega
piruvato de sodio, porque el glicerol es inhibitorio de la mayoria de las cepas de
M. bovis, las cuales, crecen mejor en atmdsfera microaerofilica y a temperatura
de incubacion de 35 a 37°C, con un crecimiento visible generalmente después
de 4 o 5 semanas de incubacion (Grange et al.,1996).

Patogénesis

M. bovis se disemina al ganado primeramente a través de la inhalaciéon
de aerosoles provenientes de la tos o estornudos de animales infectados o de
particulas de polvo infectadas (Cousins, 2001). Aunque la diseminacion
también puede ocurrir en forma indirecta de alimento contaminado, agua o
fomites (Neill et al., 1994). Investigaciones experimentales en animales
comparando inoculaciones intravenosas, intratraqueales e intraperitoneales,
asi como exposicién oral a M. bovis, revelan que la naturaleza y extension de
la enfermedad varian con la ruta de exposicion y dosis de los organismos
(Thoen et al., 2006). Se caracteriza por el desarrollo de granulomas
primeramente en nddulos pulmonares, pero ocasionalmente en otros 6rganos.
Si la infeccion no contiene el desarrollo de lesiones caseosas las cuales
interfieren con la funcién pulmonar. El curso de la enfermedad es croénica a

progresiva en el transcurso de los afios. El ganado, zarigueyas o tejones



infectados con M. bovis tipicamente desarrollan lesiones tuberculosas en los
pulmones y en linfonddulos toracicos (Jubb et al., 1985; Morris et al., 1994).

Se considera como el complejo primario de la tuberculosis a la
combinacién de lesiones en el foco inicial de la infeccion y los ganglios
linfaticos regionales (Dungworth, 1993).

Las lesiones por lo general aparecen como firmes nodulos de color
blanco a amarillento, y con frecuencia son pequefios. El tubérculo desarrolla
fibroplasia periférica y necrosis central caseosa; se puede observar
mineralizacidon en la zona necrotica caseosa (Neill et al., 2001).

Las lesiones tuberculosas son mas frecuentes en tejidos linfaticos de la
cavidad toracica, por lo general los bronquios y/o o los ganglios linfaticos del
mediastinico (Stamp, 1948). Los ganglios linfaticos de la regidon de la cabeza,
son el segundo sitio mas frecuente, en muchos casos las lesiones en los
ganglios retrofaringeos y submaxilares, pueden existir en ausencia de las
lesiones pulmonares detectables. En menor medida las lesiones se encuentran
en ambas regiones simultaneamente (Corner, 1994).

Las lesiones tuberculosas que se producen Unicamente en los ganglios
linfaticos mesentéricos no son ahora un hallazgo comdn, pero de vez en
cuando son el resultado de la ingestion de una gran carga bacteriana, como
por beber leche contaminada (Dungsworth, 1993).

Epidemiologia
Informacién disponible en la actualidad, considera a los paises de

América Latina y El Caribe dentro de tres grupos de acuerdo a la prevalencia



de tuberculosis bovina (Cotrina, 2001; Ritacco et al., 2006). En el primer grupo,
los paises con una prevalencia menor de 0.1% o nula, incluye a la mayoria de
los paises del Caribe: Anguila, Antigua, Bahamas, Barbados, Bermudas, Islas
Virgenes, Dominica, Grenada, Guadalupe, Montserrat, Antillas Holandesas,
San Kitts-Nevis, Santa Lucia, San Vicente-Grenadinas, Trinidad y Tobago,
Jamaica y Cuba; América Central: Panama, Honduras y Belice; América del
Sur: Colombia, Surinam, Uruguay y Venezuela. En conjunto, estos paises
tienen una poblacion bovina de 61.6 millones aproximadamente. Segundo
grupo, paises con prevalencias entre 0.1 y 1.0%; Ameérica del Norte: México;
América del Sur: Paraguay; El Caribe: Republica Dominicana; y América
Central: Nicaragua, Costa Rica y El Salvador. En conjunto constituyen 47.7
millones de bovinos. El tercer grupo, paises con prevalencias mayores del 1%,
o sin informacion disponible; ElI Caribe: Haiti; América Central: Guatemala;
América del Sur: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Ecuador, Pera y Guyana. En
estos paises hay aproximadamente 265.1 millones de bovinos (Ritacco et al.,
2006). En consecuencia, cerca del 70% del ganado en Latinoamérica se
localiza en areas con alta prevalencia de la enfermedad, y casi el 17% se
encuentra en areas virtualmente libres de tuberculosis (De Cantor y Ritacco,
2006).

En México, la incidencia de tuberculosis bovina varia segun la region,
con ganado de carne en los estados mas al norte teniendo la menor
prevalencia de menos del 2% (Ritacco et al.,, 2006). Sin embargo, la

prevalencia de M. bovis en el ganado lechero en México es significativamente



mas alta, con una tasa de infeccion estimada en esta poblacion de 16-17%
(Milian et al., 2000).
Difusion de latuberculosis en animales domésticos

El sistema respiratorio es la principal via por la cual ocurre y se disemina
la infeccion (Menzies y Neill, 2000). Tipicamente, la infeccién es adquirida por
inhalacion e ingestion. Alternativamente, la infeccion puede ser adquirida
indirectamente por un ambiente contaminado (Quinn and Collins., 2006). El
contacto directo entre el ganado, el uso compartido de comederos, bebederos
y zonas de descanso, son factores de gran riesgo que aumentan
proporcionalmente con el tamafio del hato y la concentracion de los animales
(Menzies y Neill, 2000). La enfermedad es mas frecuente en vacas lecheras
debido al hacinamiento, mayor periodo de vida y estrés productivo (Biberstein
and Zee, 1990). Sin embargo, los hatos de ganado de carne pueden verse
afectados con alta morbilidad si entran animales infectados y comparten el
mismo bebedero (Blood and Radostits, 1989).

A pesar de que la via respiratoria es la principal ruta de infeccidon en
grupos de animales que mantienen un contacto cercano, la transmision oral a
través de la ingestion del microorganismo es otra ruta importante. Para que la
transmision oral pueda llevarse a cabo, un animal sano tiene que consumir
alimento o agua contaminada con moco o secrecion nasal, excremento, u orina
gue contengan microorganismos infectivos, o recibir leche de una madre

infectada (Kaneene and Pfeiffer, 2006). EI consumo de alimento contaminado,



calostro y leche en becerros lactantes, son factores que contribuyen a
transmitir la enfermedad entre los animales (Lopez et al., 1997).

La transmision Pseudo-vertical a través del contacto estrecho entre una
vaca y su cria también ha sido mencionado como un factor de riesgo (Phillips
et al., 2003). Esto es posible via ingestion de leche tuberculosa, con vacas
infectadas subclinicamente excretando 10° cfu/ml (Zanini et al., 1998). La
transmision todavia puede tomar lugar por medio de la ingestion de calostro de
vacas falsos negativos a la prueba de la tuberculina, de las vacas infectadas
inmediatamente después del parto, o posible infeccion en el Utero (Renteria y
Hernandez, 1996).

No se ha demostrado predisposicion genética de determinados
hospederos a la infeccion por M. bovis, ni mayor susceptibilidad debido a edad,
sexo o estado reproductivo (Morris et al., 1994).

Tuberculosis en animales salvajes

Los animales salvajes que se conocen que son susceptibles a M. bovis
incluyen a los cérvidos y otros artirodactilos (Jackson, 2002) insectivoros
(topos, topillos, erizos) roedores (Clifton, 1996) lagomorfos (Montgomery, 1999)
rinocerontes (Stetter et al., 1995), primates (Keet et al., 2000) y varias especies
de pinnipedos (Tryland, 2000). En algunas especies, se cree que la
tuberculosis se disemina a través del consumo de cadaveres de animales
infectados, por carnivoros y carrofieros bajo condiciones naturales (Michel,

2002).
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En afios recientes, algunos huéspedes reservorios de vida silvestre han
sido identificados. Estas especies incluyen al bisonte de Norteamérica (Nishi et
al., 2002), bufalo africano (Michel, 2002), tejones europeos en el Reino Unido
(Clifton, 1996) y Suiza (Delahay et al., 2002) zarigtieyas de cola de cepillo en
Nueva Zelanda (Jackson, 2000), ciervos de cola blanca en Michigan (Schmitt et
al., 2002) y algunas especies de antilopes en Sudafrica (Michel, 2002).

La importancia de la infeccion en animales salvajes se centra en tres
aspectos: i) el papel de algunas especies salvajes en el mantenimiento de la
tuberculosis y actuando como reservorios de la infeccion para el ganado; ii) la
morbilidad y mortalidad que la infeccidon puede causar en especies protegidas y
en peligro de extincién; y iii) la posibilidad de su impacto en la salud publica
(Aranaz et al., 2004).

El riesgo que estos reservorios de la infeccion plantean para los
animales domésticos y para los humanos es muy variable, depende de la
situacion epidemioldgica especifica de las especies y el ambiente (Morris et al.,
1994).

Diagnostico

Antes del desarrollo de la prueba de tuberculina, los veterinarios se basaban
en el examen fisico para diagnosticar la tuberculosis bovina. Con limitadas
herramientas de diagnadstico, los veterinarios solo identificaban en vivo a una
de cada diez vacas tuberculosas (Olmstead and Rhode, 2004).

En 1882, Robert Koch obtuvo un filtrado inactivado por calor a partir de

cultivos de M. tuberculosis, y descubrié que éste material podria proteger a los
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cobayos de tuberculosis experimental. Este producto, conocido como
"tuberculina vieja de Koch", se administré a pacientes con tuberculosis, y Koch
afirm6é que este tratamiento dio lugar a la curaciéon de la enfermedad
(Gradmann, 2006). Sin embargo, los pacientes con tuberculosis que recibieron
la tuberculina tuvieron reacciones sistémicas generalizadas, incluyendo fiebre,
dolores musculares y malestar abdominal con nduseas y vomitos, por el
contrario las personas que no tenian tuberculosis, no desarrollaron reacciones
violentas. Estas observaciones fueron la base para proponer la utilizacion de la
tuberculina como prueba diagnéstica. La inyeccion intradérmica de la
tuberculina fue descrita por Mantoux, y su método se extendid debido a la
reproducibilidad de los resultados. Después de la aplicacion local del producto
por via intradérmica, una respuesta caracteristica se desencadena dentro de
24 a 72 horas, que incluye la induracion, la infiltracion de monocitos y la
hinchazén en el sitio de la inyeccion. La reaccion de la piel, clasificada como
tipo de hipersensibilidad tardia, ha sido utilizada desde entonces para
comprobar si ha ocurrido una exposicion previa a un antigeno. En 1934,
Siebert hizo un precipitado de proteinas simples de la tuberculina vieja y la
llamé derivado proteico purificado (PPD) (Singh and Espitia, 2007).

Durante casi un siglo, la tuberculosis se ha diagnosticado principalmente por
la deteccion de bacilos “acido-alcohol resistentes” en los examenes post-
mortem y el uso de la prueba intradérmica de la tuberculina en los animales

vivos (Pritchard, 1988).
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Histopatologia

El diagndstico preliminar de micobacteriosis se puede hacer en tejidos
gue muestren lesiones histolégicas caracteristicas (necrosis caseosa,
mineralizacién, células epiteloides, células gigantes multinucleadas vy
macrofagos) (OIE, 2004). Para el diagnéstico histopatoldgico se deberd utilizar
la tincion de hematoxilina-eosina. Esta técnica permite identificar cualquier
cambio morfologico de los tejidos, asi como la presencia de los granulomas.
Ademas pueden utilizarse las tinciones de Ziehl Neelsen y nueva fucsina en
cortes o improntas realizados con el material sospechoso (NOM-031-ZOO-
1995).
Examen microscopico

Mycobacterium bovis se puede demostrar microscopicamente en frotis

directos de muestras clinicas y en materiales tisulares preparados (OIE, 2004).
Varios métodos pueden utilizarse para determinar la naturaleza “acido alcohol
resistente” de un microorganismo. Los métodos Ziehl-Neelsen y Kinyoun
utilizan fucsina béasica en etanol para la tincion primaria (Van Deun,
2005). En caso de ser una muestra positiva mediante la tincion de Ziehl
Neelsen se observaran bacilos tefiidos de color rojo. La microscopia de
fluorescencia mediante la tincibn con auramina-rodamina, auramina acridina o
auramina fenol, tifie a la bacteria de color verde brillante (NOM-031-ZOO-
1995).

Las bacterias se ven como bacilos delgados, a menudo con aspecto de

una hilera corta de cuentas. Las especies de micobacterias no pueden ser
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diferenciadas por microscopia. Por lo que el diagnostico definitivo debe basarse
en la identificacion del microoganismo a partir de la muestra clinica. Ademas, la
microscopia es menos sensible que el cultivo (Aranaz, 1996).

Cultivo Bacteriologico

El cultivo bacterioldgico es considerado como la prueba de oro y la prueba
definitiva para la confirmacion de la tuberculosis bovina. Sin embargo, el
diagnéstico microbiolégico de M. bovis es un procedimiento lento que puede
tardar de 2 a 3 meses y un adicional de 2 a 3 semanas para la identificacion de
los aislamientos con pruebas bioquimicas. También se sabe que la sensibilidad
del cultivo bacteriolégico no es del 100%, y pueden ocurrir resultados falsos
negativos (Duffield et al., 1989).

El cultivo de las micobacterias puede realizarse a partir de diversas
muestras: aspirados de cavidades, biopsias, esputos, orina, leche, etc.
(Aranaz, 1996).

Para el cultivo de la micobacteria se considera dos tipos de muestras:
muestras contaminadas y muestras recolectadas asépticamente de sitios
estériles. Las muestras estériles pueden ser inoculadas directamente a un
medio de cultivo. Las muestras de sitios no estériles se consideran
contaminadas y requieren ser procesadas antes de cultivarlas (De Waard and
Robledo, 2007).

Los métodos de descontaminacion mas comunmente utilizados son:
hidroxido de sodio a 2% y 4% de concentracion; N-acetilcisteina-hidréxido de

sodio, cloruro de sodio e hidréxido de sodio y acido oxalico (Della Latta, 2004).
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Las muestras son centrifugadas y el sedimento se inocula en tubos con medio
de cultivo con base de huevo como Lowenstein-Jensen y Stonebrink (Keating,
2005). Medios de cultivo basados en agar como Middlebrook 7H10 y 7H11
también son utilizados, asi como el medio de cultivo liquido Middlebrook 7H9.
Estos medios han mostrado ligeramente un mayor rendimiento en el
aislamiento que los medios con base de huevo (De Waard and Robledo, 2007).
En la dltima década, medios de cultivo comerciales se han introducido en el
mercado, tales como: el tubo indicador de crecimiento de micobacterias
(MGIT), MB Redox y KRD “Niche B”, etc., siendo BACTEC-460, el primer
sistema comercial en el mercado para el cultivo de micobacterias. Estos
nuevos sistemas basados en medios de cultivo liquidos, han demostrado ser
significativamente mas sensibles que los medios de cultivo solidos con base de
huevo (Hines, 2006).

Los medios de cultivo con base de huevo y agar, deben ser examinados
en su crecimiento 2 veces por semana durante las primeras 4 semanas,
iniciando del 3ro. al 5to. dia post inoculacion y de ahi en adelante, 1 vez a la
semana hasta la semana 8. El crecimiento en el cultivo debe ser confirmado
por microscopia de los frotis de los bacilos “acido-alcohol resistentes” de las
colonias. Los cultivos que resulten positivos, deben ser identificados utilizando
métodos bioquimicos o moleculares (Burman, 2000).

Las principales pruebas bioguimicas para diferenciar a las micobacterias
del complejo M. tuberculosis son: prueba de acumulacion de niacina,

crecimiento en presencia de &cido p-nitrobenzoico (Le&do, 2004), prueba de
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reduccion de Nitratos, prueba de Catalasa, prueba de Pirazinamidasa,
crecimiento en presencia de tiofeno-2-4cido carboxilico hidrazida (Vincent,
2003).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Los métodos de PCR para la deteccion de miembros del complejo M.
tuberculosis en muestras clinicas, se desarrollaron a mediados de los afios
90’s. Aunque el primer método desarrollado de PCR utilizé primers dirigidos a
una secuencia especifica de M. bovis (Rodriguez, 1995), la mayoria de los
protocolos de PCR utilizan primers derivados de la secuencia de insercion
IS6110, presente en todos los miembros del complejo de M. tuberculosis
(Zanini et al., 1998).

El PCR puede aplicarse a un amplia variedad de muestras (cultivo puro,
tejidos, liquidos biolégicos) (Innis and Gelfand, 1990).

La reaccion en cadena de la polimerasa (Mullis et al., 1987) permite la
amplificacion de secuencias especificas de ADN, generando millones de copias
a partir de una sola molécula de ADN. En un primer paso, el ADN es
desnaturalizado a 94°C. En un segundo paso, los iniciadores (primers) de la
reaccion, oligonucledtidos de 15 a 30 pares de bases, hibridan en secuencias
del genoma conocidas y separadas de 100 a 2000 pares de bases del ADN
molde. En el tercer paso, el fragmento del ADN localizado entre los iniciadores
es rapidamente amplificado utilizando una enzima ADN polimerasa que actia a
72°C. El fragmento de ADN se duplica en cada ciclo, obteniéndose una copia

de cada una de las cadenas. La reaccidén vuelve a repetirse 30 o 35 ciclos,
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obteniéndose replicaciones sucesivas. El producto de la reaccion puede ser
detectado por electroforesis en gel de agarosa con tincion de bromuro de etidio
(McFaden et al., 1990).
Prueba de tuberculina

El principal método para el diagnostico de la tuberculosis en el ganado o
venado es la prueba intradérmica de la tuberculina, la cual mide la reaccion de
hipersensibilidad tardia a una inyeccién de tuberculina, un derivado proteico
purificado de un cultivo de M. bovis (PPD bovino). Normalmente, 0.1 ml de
PPD Bovino que contiene no menos de 2000 unidades (Haagsma, 1984).

La prueba intradérmica de la tuberculina, ha sido aplicada de varias
formas, ya sea en forma caudal o cervical, y sigue siendo uno de los pilares en
los programas de erradicacion de la tuberculosis bovina (O"Reilly y Daborn,
1995). En la prueba caudal el PPD se inyecta en un pliegue de piel en la base
de la cola. Cualquier inflamacion palpable o endurecimiento 72 hrs después de
la inyeccion se considera una reaccion positiva y el animal es considerado
como “reactor”. Debido a que los animales que estan infectados o expuestos a
diversas micobacterias ambientales no tuberculosas (ejemplo, M. avium subsp.
avium, M. avium subsp. paratuberculosis, M. kansasii, etc.) pueden mostrar
reacciones positivas en la prueba caudal, una prueba de seguimiento conocida
como prueba intradérmica cervical comparativa, se utiliza después de la prueba
caudal para diferenciar una infeccion verdadera por M. bovis de una
exposicién por micobacterias no tuberculosas. Para llevar a cabo la prueba

comparativa, se rasuran dos sitios en la cara lateral del cuello. PPD bovino se
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inyecta en un sitio y PPD aviar se inyecta en el segundo sitio. El cambio en el
grosor de la piel debido a la inflamacion o induracion se mide en los dos sitios,
antes de la inyeccion y 72 hrs después de la inyeccién. El cambio relativo en el
grosor de la piel en los dos sitios se utiliza para diferenciar una verdadera
infeccion por M. bovis de una infeccion por micobacterias ambientales no
tuberculosas (Palmer et al., 2006). Los animales infectados con tuberculosis
bovina muestran una mayor respuesta al PPD bovino, en comparacion con la
respuesta al PPD aviar (Norby et al., 2004).

Datos recientes sugieren que la prueba intradérmica cervical
comparativa tiene una sensibilidad del 90% (10% de falsos negativos) y una
especificidad superior al 99% (menos de 1% de falsos positivos) (Tizard, 2009).
Prueba de IFN-y

En los ultimos afios, la medicidon de la liberacion de IFN-y de muestras
de sangre estimuladas in vitro con PPD, se ha convertido en una prueba
disponible adicional para la tuberculosis bovina (Ryan et al., 2000).

BOVIGAM® (Prionics, Switzerland) es una prueba basada en la
inmunidad mediada por células que se utiliza en forma independiente o como
prueba auxiliar a la prueba de la tuberculina. El procedimiento describe dos
etapas: etapa 1, las muestras de sangre heparinizadas se mezclan con
antigenos especificos: PPD bovino, PPD aviar o antigenos de control negativo,
y se incuban a 37°C durante toda la noche. En la etapa 2, el sobrenadante del

plasma se utiliza para estimacion de IFN-y mediante un ELISA sandwich. La

infeccidn de tuberculosis se indica por un predominio de IFN-y en respuesta al
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PPD bovino. La sensibilidad ha oscilado entre 81.8% y 100% y la especificidad
entre 94% y 100% (Ryan et al., 2000; Wood and Jones, 2001).
Control de la Tuberculosis Bovina

Dos de los métodos de control extensamente utilizados son el método
de prueba y sacrificio y el método de Bang (Cousins et al., 2004).

Bernard Bang propuso un modelo de control, sin sacrificio, atractivo a
los productores, ya que impedia la pérdida de recursos genéticos criticos
(Norton, 1904). En el modelo de Bang, los ganaderos fueron alentados a
separar su ganado en dos manadas: animales reactores a la tuberculina y
animales no reactores a la tuberculina (sanos). Cada manada estaba bajo el
control de encargados y alojados en hatos por separados. Los becerros iban a
ser retirados al nacer y la leche de la madre, pasteurizada antes de su uso. El
sacrificio de los animales en el sub hato podria llevarse a cabo solamente bajo
supervision de un inspector sanitario competente. Con este sistema, el hato
sano aumenta de tamafio progresivamente, mientras que el hato tuberculoso
lentamente se ve disminuido. El hato sano era monitoreado continuamente a
través de pruebas de tuberculina para detectar animales latentes o
recientemente infectados. Tales practicas minimizarian la diseminacion de la
enfermedad dentro del hato a través de alimentos contaminados, agua, cama,
esputo, heces y por medio de aerosoles de dichos materiales. Mientras el
modelo de Bang fue ampliamente utilizado en Europa, en los Estados Unidos
era menos popular. El costo de mantener un sub hato era prohibitivo para

muchos. El tiempo extra y gastos involucrados en el cuidado de los animales
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reactores, asi como la poca aceptaciéon del publico en la pasteurizacion de la
leche fueron la fuerza de disuasion. El sentimiento era comuan, por lo que la
mayoria de los veterinarios estaban a favor del enfoque "prueba y sacrificio" y
rara vez se aplicaba el modelo de Bang (Palmer and Waters, 2011).

El control de la tuberculosis bovina mediante la estrategia de “prueba y
sacrificio”, ha reducido la incidencia y prevalencia de la enfermedad en los
paises desarrollados, excepto en aquellos con reservorios de vida salvaje, tales
como El Reino Unido y Nueva Zelanda. Sin embargo, este método es muy
costoso para ser aplicable a la mayoria de los paises en desarrollo. La
vacunacion representa una estrategia de intervencion alternativa para reducir el
impacto de la tuberculosis bovina en la productividad del ganado y la salud
publica en los paises en desarrollo. La Unica vacuna disponible contra la
tuberculosis es la vacuna para humanos M. bovis bacilo Calmette-Guérin
(BCG). Esta vacuna se ha utilizado en el ganado en un gran namero de
experimentos y ensayos con eficacias variables (Buddle et al., 2005).

M. bovis bacilo Calmette-Guérin (BCG) es la vacuna mas ampliamente
utilizada a nivel mundial, con un estimado de 3 mil millones de dosis que se
han administrado desde su descubrimiento y pruebas iniciales en los afios 20"s
(Fine, 1995). A pesar de su uso extendido, la eficacia de M. bovis BCG sigue
siendo muy variable, con tasas de éxito en casos de humanos y animales de
entre 0 y 80 % de proteccion (Colditz et al., 1995). La proteccion ofrecida por
BCG contra la tuberculosis bovina puede estar influenciada por la exposicién

de los animales a micobacterias medioambientales, que pueden interferir con la
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adquisicion de la inmunidad total después de la vacunacién (Buddle et al.,
2002). A pesar de esto, M. bovis BCG disminuye la diseminacién de la
enfermedad. Animales infectados vacunados, presentan menos lesiones que
los animales infectados no vacunados (Corner et al., 2002).

En paises donde la prevalencia de la enfermedad es alta y no existe
bolsa de indemnizacién, la utilizacién de la vacuna de M. bovis BCG junto con
un programa de buenas practicas de manejo (pasteurizacion de calostro,
desinfeccion de corraletas, separacion de animales sanos y enfermos, entre
otras) puede contribuir a disminuir la presencia de la enfermedad en los hatos
(Lopez, 2009).

La pasteurizacion de la leche es reconocida como un método exitoso
para disminuir la diseminacion de la enfermedad a los humanos y a los
animales que son alimentados con leche de vaca (Cousins et al., 2004). Fue
introducida por primera vez en 1898 de manera obligatoria, no para proteger a
los humanos, sino para prevenir la tuberculosis en cerdos y becerros
alimentados con leche obtenida de hatos infectados (Cosivi et al., 1998). Sin
embargo, la mayoria de los hatos lecheros no cuentan con protocolos para la
pasteurizacion del calostro antes de proporcionarse como alimento y para
eliminarse el calostro de vacas positivas a infeccién por M. paratuberculosis
(NAHMS, 2007).

El tratamiento térmico recomendado es de 60°C durante 30 minutos, lo

cual reduce el nimero de bacterias, conserva la concentracion de IgG y
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aumenta la eficiencia aparente de absorcion de IgG (Elizondo and Heinrichs,
2009).

Los métodos més efectivos para destruir la micobacteria son aquellos
gue se basan en el uso del calor, como el aire caliente, coccion, pasteurizacion,
etc. Los bacilos tuberculosos son mas resistentes a la accidon quimica que
muchas otras especies de bacterias. Los desinfectantes fendlicos, son en
general, mas eficaces que la mayoria de las sustancias quimicas. (Cousins et
al., 2004). La NOM-031-ZOO-1995 sugiere utilizar elementos fisicos y/o
sustancias quimicas para lograr su inactivacion o destruccion, tales como
Solucion de Cal clorada o Cloruro de calcio (cloro activo al 5%), el formol al 5-
3%, sosa caustica al 3% a 70°C o Fenol al 5%, asi como otros medios fisicos
y/o biolégicos autorizados por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y
Desarrollo Rural.

Sea cual sea el medio de desinfeccion, debe ser seguido por la limpieza
fisica de techos, paredes, pisos, herramientas, utensilios y equipo, utilizando

grandes cantidades de agua (Cousins et al., 2004).



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se llevo a cabo en un establo lechero comercial ubicado en la
colonia compuertas (Lat: 32.6552, Alt: -115.3835) de Mexicali, Baja California,
el cual cuenta con un promedio de 580 hembras de la raza Holstein Freisian ,
con una produccion de 8500 It/lactancia.
Disefio del estudio

Se consideraron dos etapas: 1) Un analisis retrospectivo de la
prevalencia de la tuberculosis del hato antes de implementar el programa de
vacunacion y de buenas practicas de manejo; 2) Una evaluacion por medio de
un estudio epidemiologico longitudinal prospectivo en el cual, la prevalencia de
la tuberculosis sé evalué a través de las generaciones dentro del hato
(evaluada al inicio y al final del estudio). La duracion de este estudio fue de 3
afos, en el cual los animales que conforman el hato, fueron sometidos a un
programa de vacunacion y buenas practicas de manejo. Los animales recién
nacidos recibieron calostro y leche de vaca pasteurizada, asi como leche en
polvo. En esta etapa se les aplicé por una sola vez la vacuna Mycobacterium
bovis BCG. Se llevo un registro de las prevalencias generadas a través de los
afios. La variable a evaluar fue la prevalencia de Tuberculosis bovina dentro
del hato por medio de la prueba de la tuberculina, la cual se aplicé al inicio y al
final del estudio. Asi mismo, se llevo un registro de tasas de mortalidad en el

area de becerros a través de los arios.
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Programa de buenas préacticas de manejo
Manejo de la hembra

Antes del parto: Dos meses antes del parto, la hembra se seca y es
retirada del &rea de produccién para ser colocada en un corral para hembras
secas. Al momento del secado se le administran 2 ml de una vacuna-bacterina
contra rotavirus, coronavirus; C. prefringens tipo C y E. Coli enterotéxica.

Al cumplir un mes de seca, la hembra es retirada del corral de secas
para ser colocada en el corral de parto. Asi mismo, a un mes de parir se le
administran 5ml de clostridiales.

Después del parto: Una vez que la hembra termina de parir a su cria, la
estimula acicalandola por un periodo de 20 a 30 minutos aproximadamente.
Posteriormente, es apartada de su cria para ser conducida al area de
enfermeria, lugar en el cual es palpada para corroborar que no este cargada
con otra cria. En ésta area, sus ubres son lavadas a presion con agua corriente
e impregnadas con un presellador a base de tintura de yodo, para enseguida
ser ordefiada manualmente. La cantidad de calostro que se ordefia por hembra
es de 4 It aproximadamente. Al término de la ordefia las ubres se impregnan
con solucion azul como sellador.

Después de ordefiada, la hembra es conducida al corral de recién
paridas, en donde permanece 3 dias aproximadamente. Aqui se le ordefia en
la manafia y en la tarde con equipo de ordefia. La leche de la ordefia de los
primeros tres dias se pasteuriza y se le proporciona a su cria. Asi mismo, la

leche se somete a prueba por medio del Kit SNAP*MRL betalactamicos
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(IDEXX, Laboratories, Inc., USA) para descartar la presencia de antibioticos. La
hembra que no presenta residuos de antibiéticos en leche es retirada del corral
de recién paridas y conducida a un corral de hembras frescas.

Manejo del recién nacido

La cria al nacer es separada de la madre y transportada al area de
becerreras en donde se le mantiene en una jaula limpia y desinfectada. En ésta
area se le desinfecta el ombligo impregnandolo con una solucién de tintura de
yodo. Posteriormente, se le alimenta por medio de un biberén en una sola toma
con 4lt en promedio de calostro pasteurizado adicionado con 3ml de vitaminas
A, D, E y selenio, durante las primeras 6 hrs de vida. Cuando el becerro es
pequefio, recibe solamente 2 It de calostro pasteurizado en una sola toma.

El consumo de una cantidad suficiente de calostro de buena calidad en
las primeras 24 hrs de vida, es importante para la salud y productividad futura
de los becerros (DeNise et al., 1989).

Manejo de calostro

El calostro obtenido de la hembra recién parida se somete a prueba de
calidad por medio del Calostrémetro (BIOGENICS, USA). Este aparato se
utiliza para estimar la concentracion de IgG (mg/ml) en el calostro.

La prueba de calidad del calostro consiste en depositar una muestra de
250 ml aproximadamente de calostro dentro de una probeta e introducir el
Calostrémetro, de manera que éste flote en el calostro por un lapso de 1

minuto. La medicién se efectlia al obtener la lectura de la marca de calostro
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gue se observa al retirar el Calostrometro y constatar el nivel de mg/ml de 1gG
gue dejo la marca del calostro sobre el aparato.

Se considera calostro superior (area verde) a la concentracion de 50, 70,
80...140 (mg/ml) de IgG, calostro marginal (area amarilla) de 30 a 40 (mg/ml)
de 1gG y calostro inferior (area roja) de 10 a 20 (mg/ml) de 1gG.

El calostro de calidad superior o marginal se pasteuriza para ser
proporcionado a la cria y el calostro de calidad inferior se desecha. El calostro
pasteurizado que sobra después de administrarle su porcion a la cria, se enfria
a temperatura ambiente y se deposita en recipientes de plastico para
congelarlo. El calostro conservado se utiliza en el caso de que una hembra
recién parida no tenga suficiente calostro o sea de mala calidad. Asi mismo, se
procura que el tiempo desde el almacenamiento, hasta la utilizacion del
calostro congelado, no exceda los 2 meses.

Chigerwe et al. (2008) realizaron un estudio cuyos resultados sugieren
gue el uso del hidrometro (calostrometro) es un método aceptable de deteccion
de calostro de baja concentracion de IgG.

Manejo de leche de vaca

La leche de vaca proporcionada a la cria es adicionada con 50 ml de un
medicamento homeopatico a base de extractos vegetales contra las diarreas
en becerros, por cada 20 It de leche. Seguido de esto, se pasteuriza para ser

proporcionada a los becerros.
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Manejo de leche en polvo

La leche en polvo se proporciona a la cria en forma esporadica como
auxiliar en la alimentacion de los becerros. Esta, consiste en un sustituto de
leche para bovinos con proteinas de origen lacteo, vitaminas y minerales, etc.,
la cual, se prepara en un tanque batidor para leche en polvo con capacidad
para 200 It. ElI procesamiento de la leche en polvo inicia primeramente,
afiadiendo una parte de agua corriente de la llave, enseguida la parte de leche
en polvo y por ultimo la parte de agua tibia (38 a 43°C). Finalmente, se agrega
un producto a base de levadura. La duracion del proceso de batido es de 5
minutos.
Proceso de pasteurizacion

El procesamiento térmico del calostro y la leche de vaca se realizan
mediante un proceso de pasteurizacion lenta o discontinua. El equipo de
pasteurizacion estda compuesto por una olla de pasteurizacion de acero
inoxidable con capacidad de 140 It, regulador de corrientes de agua caliente y
agua fria y marcador de temperatura. La pasteurizacion se realiza sometiendo
la leche a calentamiento, a una temperatura de 75°C durante 15 minutos, a
través de inmersion en bafio Maria. Posteriormente, la leche se somete a un
enfriamiento por inmersion en bafio Maria con agua fria, hasta disminuir la
temperatura a 32°C.
Manejo de becerros en el area de becerreras

Los becerros recién nacidos permanecen en ésta area hasta que

cumplen 40 a 45 dias de edad. El primer dia de nacidos reciben el manejo para
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recién nacidos. Después, el manejo habitual. Los becerros se alimentan con
leche de vaca pasteurizada, en biberones, a razén de 2 It en la mafiana y 2 It
en la tarde, durante 30 dias. A partir de los 30 dias de vida, solamente reciben
2 It de leche por la manana. Si la leche de vaca no es suficiente para
administrar a los becerros, se les proporciona leche en polvo.

Desde el tercer dia de nacidos se les coloca alimento concentrado
peletizado en cubetas, iniciando con 100 gr y aumentando gradualmente hasta
llegar a 1 kg al momento del destete. Asi mismo, desde el tercer dia se les
coloca agua en cubetas.

Al cumplir los 40 a 45 dias de edad, se destetan y son colocados en
corrales.

Manejo de becerros en el area de destete

Al cumplir 40 dias de edad los becerros son retirados del area de
becerreras y colocados en corrales pequefios. Esta area, se encuentra
continua al area de becerreras, proxima al area de vaquillas y apartada de los
demas corrales en produccién del establo. Aqui ya no se les proporciona leche,
sélo alimento concentrado peletizado durante 15 dias. Después son colocados
en corrales mas grandes en donde reciben forraje.

Manejo de becerros machos y hembras al término del destete

Al momento del destete, machos y hembras son confinados a un solo
corral y paulatinamente los machos son segregados a otros corrales. Al término
del destete, los becerros machos son colocados en corrales continuos a los

corrales de destetados y vendidos posteriormente. Las hembras son colocadas
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en el area de vaquillas, conformada por corrales proximos a los corrales de
destetados.
Manejo de hembras en el area de vaquillas

Las vaquillas recién inseminadas y gestantes permanecen en ésta area.
Se mantienen separadas de las hembras de mas lactancias. Sin embargo, por
falta de espacio, hay corrales de vaquillas continuos a las de hembras de mas
lactancias.

Las vaquillas son alimentadas primero y después el resto de las
hembras de los otros corrales.

Dos meses antes de parir son removidas a un corral de preparto en al
area de vaquillas.

Limpiezay desinfeccion del hato
Remocion de estiércol

Diariamente se realiza la remocion de estiércol dentro de los corrales y
el excremento acumulado se vende.

Se utiliza agua corriente a presion para remover el excremento de las
jaulas y pisos en el area de becerreras, pisos de ordefia y area de enfermeria.
Desinfeccion

Un desinfectante de amplio espectro a base de compuestos fendlicos y
glutaraldehido, se utiliza para lavar las superficies dentro del hato. Las
trampas, tapetes sanitarios, pisos de ordefia y area de enfermeria se lavan con

este desinfectante. Asi mismo, en el area de becerreras se encuentra un
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pediluvio, al cual se le agrega el desinfectante, mismo que es utilizado para
desinfectar las jaulas una vez que son desocupadas por los becerros.

La desinfeccion del equipo y material utilizados en el area de
pasteurizacion, se realiza con un detergente alcalino clorado de alta espuma.
La olla de pasteurizacion, tanque batidor, biberones y chupones, son lavados
con éste detergente después de cada uso.

Manejo de fauna silvestre
Control de palomas

M. avium subspecie avium es ubicua en el ambiente, y es el agente
asociado mas comunmente con la tuberculosis aviar y la causada en
mamiferos y en el hombre (Aranaz, 1996). Por tal motivo, la presencia de la
paloma doméstica (Columba livia) en el establo, es un factor predisponente a la
diseminacion de la mycobacteria en el establo.

El complejo Mycobacterium avium-Mycobacterium intracellulare se
encuentra por todas partes en el medioambiente, y son la influencia de mayor
confusion en la especificidad de la prueba de tuberculina utilizada para detectar
la infeccion con Mycobacterium tuberculosis en humanos o Mycobacterium
bovis en el ganado. Antigenos crudos, en la forma de derivado proteico
purificado (PPD) de cultivos de M. tuberculosis o M. bovis, se utilizan como
antigenos de reestimulacion en la prueba de tuberculina en vivo y en
diagnosticos basados en muestras de sangre para identificar infecciones
tuberculosas. Son comunes los resultados falsos positivos, y se cree que éstos

resultados se deben a la reactividad cruzada de respuesta inmune inducida por
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una exposicion transitoria o infeccién por miembros del complejo M. avium-M.
intracellulare (Black et al., 2001).

Ante esta situacion, periodicamente, un equipo de profesionales
capacitado en el control de palomas, realiza actividades de caza dentro del
establo.

Previo a la caza de palomas, se ahuyentan a las aves hacia un area
determinada con el proposito de concentrar en un solo lugar la poblacion, y
evitar su dispersion en todo el establo. El area determinada se localiza en las
inmediaciones del establo, y es en éste lugar en donde se colocan jaulas.
Dentro de las jaulas, se deposita alimento: trigo, concentrado para vacas, etc.
Asi mismo, se colocan palomas como carnada para atraer a las aves. Durante
varias semanas realizan ésta actividad, logrando capturar miles de palomas y
disminuyendo paulatinamente su poblacion dentro del establo.

Programa de vacunacion
Produccion de la vacuna Mycobacterium bovis BCG

La vacuna se cultivd en caldo Middlebrook 7h9 (Difco, Labs) adicionado
con medio de enriquecimiento OADC durante 12-15 dias (fase mid-log) a 37°C.
Posteriormente, se centrifugd y el sobrenadante fue eliminado y reemplazado
por 10 ml de PBS (solucion salina fosfatada tamponada), los tubos se
homogenizaron mediante agitacion. El contenido total de la suspension se
almaceno en viales estériles en cantidades de 1000 ul y se congelaron a -70°C
hasta su uso. La estimacién de las UFC se realiz6 mediante la cuenta estandar

en diluciones seriadas en medio Middlebrook 7H10.
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La identificacion de M. bovis (BCG) en el cultivo bacteriano se llevo a
cabo por medio de PCR.
Vacunacion

Los becerros son vacunados al primer dia de nacidos con 1 ml (una sola
dosis: 1X10° UFC) de la vacuna Mycobacterium bovis BCG (cepa Tokyo),
aplicada en forma subcuténea a nivel de la articulacibn hiUmero escapular.
Evaluacion de lavacuna a nivel de campo

Para evidenciar la eficacia de la vacuna producida en el laboratorio, se
vacunaron dos becerros, los cuales se tuberculinizaron previo a la vacunacion
y semanalmente se les tomaron muestras de sangre para realizarles la prueba
de IFN-y.

La prueba de IFN-y es un andlisis que se basa en la liberacién de gama-
interferon de linfocitos sensibilizados durante toda la noche con antigenos
especificos (Wood et al., 1992).

Dos becerros machos del Establo del IICV de 1 mes de edad fueron
tuberculinizados y posteriormente vacunados con 1 ml (una sola dosis: 1X10°
UFC) de la vacuna Mycobacterium bovis BCG (cepa Tokyo), aplicada en forma
subcutanea a nivel de la articulacibn humero escapular. Semanalmente, se
recolectaron por medio de tubos vacutainer con heparina de litio, 5 ml de
sangre de la vena yugular. Las muestras fueron procesadas para ser
analizadas mediante la prueba de IFN-y. En la primera fase de la prueba, se
agregaron 750 pl de muestra de sangre a tubos de ensayo. Después, se

afadieron 50 uyl de PBS, 50 yl de PPD bovino y 50 pyl de PPD aviar
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respectivamente. Fueron incubados de 18-24 hrs durante toda la noche a 37°C.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3400 rpm durante 5 minutos.
En la segunda fase, se tomaron 200 yl de muestra de plasma sensibilizado con
PBS, PPD bovino y PPD aviar, se depositaron en una placa de ELISA y parte
del plasma se analiz6 mediante el Kit de Bovigam (Prionics, Switzerland)
siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion: se agregaron 50 pl
de diluyente verde a cada pozo, enseguida se anadié 50 ul de plasma, asi
como controles positivos y negativos, y se mezclaron seis veces. Se dejo
reposar la mezcla durante 1 hora a temperatura ambiente del laboratorio.
Posteriormente, se lavan 6 veces con solucion buffer. Después del lavado se
agregan 100 ul por pozo de diluyente azul y se deja reposar durante 1 hora.
Seguido del reposo, las muestras se lavan 6 veces. Enseguida, se agregan 100
Ml de sustrato y se deja reposar durante 30 minutos. Al término de la media
hora se agrega una solucion de terminacion que detiene la reaccion.
Finalmente las muestras se colocaron en un lector de ELISA a 450
nanometros. Se considerd caso positivo cuando la densidad 6ptica DO del PPD
bovino menos el Nil fue 2a 0.1 y; la DO del PPD bovino menos la DO de PPD
aviar fue 2 0.1. Se considerd caso negativo cuando la DO de PPD bovino menos el
Nil fue <a 0.1 o la DO de PPD bovino menos la DO de PPD aviar fue <a0.1.

Al evaluar la vacuna a nivel de campo mediante las pruebas de
tuberculina y IFN-y, se obtuvo como resultado que uno de los dos becerros
vacunados fue reactor en la prueba de tuberculina, a los 2 meses de vacunado.

Sin embargo, en la prueba de IFN-y ambos becerros fueron negativos durante
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3 semanas consecutivas y las ultimas 2 semanas el becerro reactor a la prueba
de tuberculina fue positivo a IFN-y. Cabe destacar, que soélo fue posible obtener
los resultados de la prueba de IFN-y del segundo mes de aplicada la vacuna
debido a que las muestras de sangre del primer mes se leyeron con valores
erréneos del lector de ELISA y no se guardo un duplicado de las muestras.
Prueba de tuberculina

Se procedi6 a evaluar el estatus sanitario con respecto a la Tuberculosis
bovina dentro del hato. Para esto, se realizé la prueba de tuberculina a los
animales que conforman el hato, mayores a 6 meses de edad. Esta prueba se
aplico a 3 afios de iniciado el programa de vacunacion y buenas practicas de
manejo.

Antes de aplicar la tuberculina, se limpio la zona en donde se aplico el
biologico (region pliegue caudal). Ademas, se efectudé un minucioso examen de
ambos pliegues, anotando cualquier irregularidad que pudiera confundirse con
la prueba. Previo a la inoculacion, se levanto el pliegue de piel en el centro del
area limpia y se procedio a medir y registrar el grosor, utilizando un cutimetro.
Posteriormente, se inoculd a nivel intradérmico 0.1ml de PPD Bovino. La
lectura de ésta prueba se realizoé a las 72h (x 6 h) después de la aplicacion,
midiendo con el cutimetro el grosor de la reaccién. Cualquier animal que
presenta una reaccién palpable o visible en el sitio de la inyeccion con un
aumento diferencial de grosor de =24 mm en comparacion con el pliegue caudal
opuesto sera considerado como positivo a la prueba de tuberculina (OIE,

2004).
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Andlisis estadistico

Se estimé la tasa de tuberculosis bovina por generacion, se determiné la
cantidad de casos positivos a tuberculosis bovina por generacién entre el
namero de animales analizados de esa generacion. Las diferencias entre
prevalencias al inicio y al final del estudio fueron comparadas por medio de un
andlisis de proporciones (Martin et al., 1987). El andlisis de proporciones se
realiz6 mediante la prueba de comparacion de proporciones a través del
programa Statistix 8.0 (2003). A si mismo, las tasas de mortalidad en becerros
se evaluaron por medio de regresion lineal en este mismo programa

estadistico.



RESULTADOS Y DISCUSION

La comparacion entre las proporciones de las prevalencias antes y
después del programa de vacunacion y buenas practicas de manejo se
muestra en el Cuadro 1. La proporcion de animales enfermos de tuberculosis
en el afio 2007 en comparacién con los animales enfermos en el 2010 es
estadisticamente significativa (P=0.00). Con lo cual se estable que las
prevalencias del 2007 y 2010 son diferentes. Este resultado demuestra que la
prevalencia de tuberculosis bovina en el afio 2007 (75%) es mayor a la
prevalencia de tuberculosis bovina en el afio 2010 (53%). Los resultados
obtenidos parecen constatar que la disminucion de la prevalencia de
tuberculosis bovina se debe a la implementacion de un programa de
vacunacion y de buenas practicas de manejo.

El andlisis de la Tasa de mortalidad de los becerros por medio de
regresion lineal se observa en la Grafica 1, en donde la dispersion de los datos
refleja una nula correlacion entre la mortalidad y los afios. Asi mismo, la
ecuacion de la recta (Mortalidad=1264.16-0.62000*Afi0) tiene tendencia
negativa a pesar de no haber una correlacion en si. Lo cual indica el cambio en
la mortalidad de los becerros por cada afio transcurrido. La significancia
estadistica de los resultados se ve afecta por diversos eventos acontecidos en
el area de becerros en el transcurso de los afios. Antes de iniciados los
programas de vacunacién y buenas practicas de manejo en el afio 2007,
sucedieron brotes de rotavirus y coronavirus que ocasionaron un aumento en la

mortalidad por problemas de diarrea durante los afios 2006 y 2007. Para el
35
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Cuadro 1. Prevalencia de tuberculosis bovina utilizando PPD bovino antes y
después del programa de vacunacion y buenas practicas de

manejo.
ARo Probados Positivos %
2007 (Antes) 540 405 75*
2010 (Después) 498 268 53

*Las prevalencias son estadisticamente diferentes (P<0.000)
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periodo 2008 y 2009, un aumento en el nimero de nacimientos ocasion6 una
sobrepoblacion en el &rea de becerros, o que provocOd que se destetaran
prematuramente como una medida de solucién a la falta de espacio. En
consecuencia, becerros de menor edad y no adaptados a las condiciones
climéticas y de hacinamiento, cursaron con problemas respiratorios y murieron,
ocasionando un aumento en la mortalidad durante este periodo.

La Gréfica 2 presenta la dispersion de los datos resultantes del analisis
de regresion lineal de la mortalidad por problemas respiratorios, de los cuales
se observa una pobre correlacion con tendencia positiva estimada por la
ecuacion de la recta (respiratorio=-637.580 + 0.32000*A), la cual refleja el
cambio en el numero de casos de muertes por problemas respiratorios por
cada afio. La poca correlacion entre las variables y la falta de significancia
estadistica resultan de diversos factores. En los afios 2006 y 2007, antes de la
implementacion de los programas de vacunacidn y buenas practicas de
manejo, los problemas respiratorios se incrementaron por la falta de higiene en
el area de becerros aunado al poco tiempo de espera entre un becerro y otro al
utilizar la misma jaula. De similar manera en los afios 2009 y 2010 el aumento
en el numero de becerros nacidos provoco el destete prematuro de los mismos,
enfrentandolos al hacinamiento y a condiciones climaticas desfavorables como
la lluvia y el frio, ocasionando un repunte en la mortalidad por problemas

respiratorios.



38

24 1
+ +

22
B 204
i
«©
5
= 187+ +

16 A

+
14 4
T T T T T
2006 2007 2008 2009 2010
Afio

Grafical. Recta de regresion de tasa de mortalidad en becerros
(Mortalidad=1264.2 — 0.6200*Af0 95% IC y prediccion).
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Grafica2. Recta de regresion mortalidad por problemas respiratorios
(Respiratorio=-637.58 + 0.3200*Afio 95% IC y prediccion).
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El analisis de la mortalidad por problemas de diarrea a través de los afios se
muestra en la Gréfica 3, la cual presenta el diagrama de dispersion, el cual
denota una pobre correlacién con tendencia negativa, en el cual, la ecuacion
de la recta estima el cambio en el nUmero de casos de muertes por diarrea por
cada afo. La falta de relevancia estadistica en los resultados, se debe a que en
el &rea de becerros se presento un brote de coronavirus y rotavirus durante los
afios 2006 y 2007, aunado a que a antes del afio 2007 no se habian
implementado las buenas practicas de manejo y el programa de vacunacion.
Los cambios no se hicieron evidentes hasta el periodo de 2009 en donde se
observa que drasticamente la mortalidad disminuyo. Sin embargo, hay un ligero
repunte en el afio 2010, lo cual se adjudica a un aumento en la morbilidad de

problemas de diarrea durante los primeros 3 meses de este afio.
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Grafica3. Recta de regresion mortalidad por problemas de diarrea
(Diarrea=1911.0 - 0.9500*Af0 95% IC y prediccion).




CONCLUSIONES

La disminucion del 22% en la prevalencia de tuberculosis bovina dentro
del establo demuestra que sistematicamente con un programa de vacunacion y
buenas practicas de manejo se reduce generalmente la prevalencia de la
enfermedad sin perder la totalidad del hato, garantizando de esta manera la
produccién y la calidad genética del ganado.

La tasa de mortalidad y sus causas por problemas respiratorios y
diarreicos no proporcionan datos contundentes que reflejen una marcada
tendencia a la baja que permita afirmar que el programa de vacunacion y
buenas practicas de manejo contribuye a reducir la mortalidad dentro del
establo.

Si bien, no hay diferencia estadistica entre las tasas de mortalidad al
implementar un programa de vacunacion y buenas practicas de manejo, la tasa
de tuberculosis bovina si presenta diferencia estadistica.

Por lo anterior podemos inferir que, la implementacion de un programa
de vacunacion y buenas practicas de manejo ofrece ventajas prometedoras en

la reduccién de la tuberculosis bovina a mediano plazo.
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