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RESUMEN

La tuberculosis bovina es una enfermedad que causa un gran impacto
tanto en salud publica como en el comercio de productos y subproductos.
Ademas, afecta una gran variedad de especies incluyendo a los humanos. La
prueba intradérmica ha sido utilizada desde hace aproximadamente un siglo. A
pesar de los avances cientificos y tecnoldgicos, sigue utilizandose como Unica
prueba para la deteccibn en el ganado bovino. Actualmente siguen
realizdndose una gran cantidad de investigaciones en la busqueda de una
prueba facil de aplicar, econémica y con una alta sensibilidad y especificidad.
En el presente trabajo se evalud la prueba inmunocromatografica de flujo
lateral basada en la deteccién de anticuerpos de Mycobacterium bovis en
animales enfermos de tuberculosis. Se analizaron 556 sueros de bovinos con
lesiones granulomatosas sugestivas que fueron sacrificados en el rastro de la
ciudad de Tijuana, Baja California. Las lesiones fueron analizadas utilizando la
tincion de Hematoxilina-eosina confirmandose con la tincién Ziehl Nielsen. Los
tejidos fueron procesados para cultivo bacteriolégico como prueba de oro. Los
resultados que se obtuvieron con la prueba de Flujo Lateral fue una
sensibilidad de 43% y una especificidad de 53.8%. Los resultados para esta
prueba son aun insuficientes cuando se aplica en animales infectados de
manera natural. Sin embargo por sus caracteristicas (econdmica, rapida, facil
de manejar e interpretar) debera de ser evaluada bajo diferentes escenarios de

prevalencia para descubrir en qué momento es mas eficiente.

INTRODUCCION

La tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad causada por
Mycobacterium bovis (M. bovis), bacteria que afecta principalmente el aparato
respiratorio y que se manifiesta en forma cronica. La TB se caracteriza por el
desarrollo de granulomas o tubérculos en los pulmones, linfonédulos y algunos
otros oOrganos. La principal forma de diseminacion entre hatos es por la
introduccion de animales enfermos. Los factores mas importantes en la

transmision son el tamafio del hato, la edad y la falta de medidas de prevencion



y control en las explotaciones. Por otra parte M. bovis tiene un espectro de
hospederos muy amplio, que incluye bovinos, perros, gatos, cerdos, elefantes,

camellos, llamas, jirafas, conejos y seres humanos (Thoen et al., 2006).

Esta enfermedad es causante de cuantiosas pérdidas econdémicas en la
ganaderia nacional, ademas del impacto a la salud publica. En México, la
tuberculosis limita la movilizacién, comercializacién y/o exportacion del ganado,
con las consiguientes pérdidas econdmicas para los productores. Es importante
notar que perder la condicion para exportar ganado pone en riesgo los ingresos
que son de aproximadamente 8 900 millones de pesos, mas la pérdida de
tiempo y recursos empleados (NOM-EM-017-Z00-2005, NOM-031-Z00-1996,
Thoen et al., 2006).

Hasta ahora el control de la tuberculosis bovina estd basado en un
diagnéstico oportuno y la eliminacion de los animales infectados, junto con la
prevencion de la diseminacion de la infeccion tanto dentro como hacia fuera de
los hatos (NOM-031-Z00-1995).

La prueba de tuberculina es el método estandar para la deteccion de la
tuberculosis bovina. Esta técnica implica la inoculacion intradérmica de un
derivado proteico purificado (PPD) de M. bovis y la subsiguiente deteccion de
inflamacién en el sitio de inyeccion, 72 hrs. mas tarde. Sin embargo, se debe
considerar la probable existencia de micobacterias no tuberculosas (atipicas)
en el ambiente, lo cual puede modificar y disminuir en forma importante la
especificidad. En otros paises se ha incorporado la prueba de Gamma
Interferén cuya sensibilidad y especificidad son 94% y 98% respectivamente
(Gonzalez et al, 1999, Lilenbaum et al., 1999, Ryan et al., 2000). Existen
ademas otras técnicas diagnodsticas para la deteccion de tuberculosis bovina,
como el cultivo microbiolégico, histopatologia, y técnicas moleculares (tales
como: PCR, spoligotyping, VNTR’s) (Liébana et al., 1995). Lamentablemente
estas pruebas solo se pueden realizar con personal capacitado y en
laboratorios que cuenten con el equipo adecuado para su realizacion.
Actualmente la busqueda de pruebas complementarias o alternativas a la

tuberculina se han enfocado al desarrollo de pruebas serologicas que sean



mas sensibles, especificas y de facil manejo, e interpretacién. Una de estas
pruebas es la denominada prueba de flujo lateral, la cual ha mostrado una
sensibilidad y especificidad variable dependiendo si se utiliza para el
diagndstico de tuberculosis en campo o a nivel experimental. Greenwald et al.,
2003 aplicaron esta prueba a 178 tejones de los cuales 78 fueron positivos a
tuberculosis y 100 negativos, donde se obtuvo una sensibilidad de 52.6% y una
especificidad de 95%. Sin embargo cuando, se utilizdé esta prueba en ganado
bovino infectado de manera experimental, el comportamiento de la sensibilidad
se incrementd a un 96% (Waters et al., 2006). Estos hallazgos sobre todo
cuando se evalla a nivel experimental han demostrado el potencial de esta
prueba como una herramienta util para la deteccion temprana de ganado
infectado con M. bovis (Waters et al., 2006). Debido a que solo existe un
trabajo publicado sobre la utilizacion de esta prueba bajo condiciones de
infeccion natural, el objetivo de este trabajo es determinar la sensibilidad y
especificidad entre las pruebas de bacteriologia (prueba de oro) y flujo lateral
para el diagndstico de tuberculosis en bovinos bajo condiciones naturales.



REVISION DE LITERATURA

Etiologia

El complejo Mycobacterium Tuberculosis (M. tuberculosis) comprende a
las especies M. tuberculosis (bacilo tuberculoso humano), M. bovis (bacilo
tuberculoso bovino), M. africanum (grupo heterogéneo de cepas encontradas
principalmente en Africa ecuatorial y con propiedades intermedias entre ambos
tipos), M. bovis BCG (cepa vacunal derivada de M. bovis) y M. microti (bacilo

tuberculoso de roedores y pequefios mamiferos) (Cousins et al., 1990).

Mycobacterium bovis fue descrito por primera vez por Smith en 1896,
quien lo designé como el bacilo de la tuberculosis bovina (Alfredsen y
Saxegaard, 1992). La especie bovina esta considerada como su principal

huésped (Cousins et al., 1993).

Las micobacterias son microorganismos de crecimiento lento, con una
temperatura 6ptima de crecimiento de 37°C aproximadamente, no pigmentados
y aerébicos o microaerofilicos (segun la especie). Como el resto de las
micobacterias, son microorganismos 4acido-alcohol resistentes, lo cual es
aprovechado para la descontaminacion de las muestras antes de la siembra.
Debido a su lenta velocidad de crecimiento (3-5 semanas), las micobacterias
serian “ahogadas” por el crecimiento de otros microorganismos si las muestras
no fueran tratadas para destruir a las bacterias y hongos acompafantes que

pueden estar en las muestras que se reciben para cultivo (Corner et al., 1995).

La pared celular define las caracteristicas de esta bacteria ya que
contiene el 60% de los lipidos de su peso seco, haciéndola hidréfoba y
resistente a agentes microbicidas, farmacos y a la destruccidén por calor. Los
componentes de la pared celular contribuyen a la virulencia, persistencia dentro
de los macréfagos y a la regulaciéon de la respuesta inmune del huésped (Chen
et al., 2006).



La envoltura de la bacteria consta de tres componentes principales: una
membrana plasmatica unida mediante enlace covalente al 4cido micético, un
complejo de peptidoglicanos una proteina cinasa activada por mitdgenos
(MAPc) que son moléculas unidas a arabinolactano (AG) y una capsula rica en

polisacaridos (Mokrousov et al., 2002).

Un lipido caracteristico conocido como “cord factor” o factor corddn esta
formado por varias moléculas que se encuentran en la capa periférica de la
pared celular y recibe este nombre porque en los cultivos, los microorganismos
forman agregados semejantes a cordones. El factor cuerda esta formado por
un complejo de tres macromoléculas: peptidoglicano, arabinolactano y

micolatos (Rhoades et al., 2003).

La membrana celular tiene las caracteristicas bioldgicas y bioquimicas
de cualquier membrana aunque en las micobacterias los derivados de los
fosfolipidos se caracterizan por estar altamente glicosilados dando lugar a
moléculas como el antigeno lipoarabinomanam que tiene un papel
fundamental en la patogéenesis de la tuberculosis. También estan presentes los
sulfolipidos de trehalosa que son los responsables de la tincion acido-resistente
de las bacterias con el colorante rojo fascina, por lo que se les llama bacilos

acidorresistentes (Tan y Parker., 2003).

Patogenia

Factores tales como manejo, edad y nutricidbn son determinantes en la
via de infeccion, asi como el periodo de incubacion, proceso de enfermedad y
diseminacién. La principal via de ingreso de M. bovis es por aerosoles, al toser
o aspirar el animal infectado las microgotas estas son inhaladas por otro bovino
y llegan a su sistema respiratorio dando comienzo una nueva infeccion. Esto se
ve favorecido por contacto directo diariamente de los bovinos en pastizales,
comedores, corrales y sala de ordefio. Otra via de ingreso es la digestiva por
el consumo de pastos Yy alimentos contaminados con secreciones hasales,
materia fecal y orina. La via digestiva es muy importante en terneros que se

alimentan de leche cruda proveniente de vacas infectadas con tuberculosis



debido a que las vacas infectadas eliminan el microorganismo en la leche.
Otras vias no usuales son la via cutanea, congénita y genital. El ganado
expuesto via ingestibn o agua contaminada con M. bovis casi siempre
desarrolla focos primarios en tejidos linfaticos asociados con el tracto
gastrointestinal. Otras micobacterias incluidas Micobacterium avium subsp.
Avium, M.avium subsp. Paratuberculosis, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M.
kansassii, M. fortuitum y M. tuberculosis pueden inducir sensibilidad a la prueba
dérmica de tuberculina, pero no producen una enfermedad progresiva
pulmonar en el ganado. La limpieza mucociliar y epitelio ciliar en los pasajes
respiratorios superiores proveen una defensa contra la infeccion por la
inhalacion de micobacterias. Sin embargo, los microorganismos transportados
en particulas de polvo o gotas de agua que no afecten a la capa mucociliar
pueden pasar a través de los bronquiolos terminales y acceder a los espacios
alveolares. El tamafo aproximado de los bronquiolos terminales es
aproximadamente de 20um comparado con 1-4 pym de un bacilo acido
resistente. Seguido a la exposicion por aerosoles, M. bovis es transportado a
los pasajes pequefios de aire, donde es ingerido por los fagocitos. Los
fagocitos pasan a través del revestimiento de los bronquiolos. Entran a la
circulacion y son transportados a los nodulos linfaticos, parénquima de los
pulmones, y otros sitios. Después de la ingestién de los bacilos, los macrofagos
mononucleares intentan matar al microorganismo, sin embargo, el bacilo
tuberculoso virulento posee la habilidad de escapar de la destruccion. La
ingestion de los bacilos por los fagocitos en los fagosomas o vacuolas
intracitoplasmaticas protege a los organismos de los componentes bactericidas
en el suero. Después de la ingestion por los fagocitos la micobacteria evita la

fusién del fagolisosoma y la acidificacidén (Sturgill-Koszycki et al., 1994).

La respuesta celular intenta controlar la enfermedad resultando en la
acumulacion de un gran namero de fagocitos, y finalmente la formacién de
lesiones macroscopicas, denominados tubérculos. Después de 10-14 dias, en
modelos murinos, las respuestas desarrolladas por la inmunidad mediada por
células (IMC) y los macrofagos del huésped tienen un decremento en la
capacidad de destruir al bacilo intracelular. Las respuestas IMC son mediadas

por los Linfocitos T, los cuales liberan linfocinas que atraen, inmovilizan y



activan adicionalmente las células mononucleares de la sangre y médula ésea
a los sitios donde la micobacteria virulenta o sus productos estan. La
hipersensibilidad celular contribuye al desarrollo de muerte celular y
destruccidon tisular (necrosis caseosa). En algunos casos licuefaccion y
formacion de cavidades ocurren como resultado de accidon enzimatica en
proteinas y lipidos. La ruptura de estas cavidades dentro de los bronquios
permite la diseminacién del bacilo por aerosoles. Los macréfagos activados
migran a las terminaciones de los nédulos linfaticos, tanto bronquial como
mediastinico. Los nddulos linfaticos son mas comunmente infectados que otros
tejidos debido a que los fluidos del animal eventualmente pasan a través de los
nodulos en donde la red de trabéculas entrampa al microorganismo. Las
lesiones primarias casi siempre estan localizadas en un nédulo o nédulos y
pueden ser extensas y firmes. La fibrosis del tejido conectivo se desarrolla por
la formacion dinamica de un granuloma. La formacion del granuloma es un
intento del huésped de localizar el proceso de la enfermedad y permite que los
mecanismos inflamatorios e inmunes destruyan al bacilo. Pocas lesiones
pueden aparecer como en estado de regresibn mientras comienzan a
encapsularse por un bien organizado tejido conectivo, mientras que, algunas
lesiones pueden contener al bacilo viable. Tipicamente, la apariencia
microscopica de un granuloma es focal y tiene algunas areas de necrosis
caseosa en la region central encerrada por una zona de células epiteloides,
linfocitos y algunos granulocitos. La mineralizacion puede estar presente en los
centros necroticos; en lesiones avanzadas, algunos focos de mineralizacion
pueden estar unidos. Células multinucleares gigantes con nucleos en forma de
herradura o anillo cerca del borde citoplasmico, son casi siempre vistas en la
zona cercana del area necrética. Un limite externo de tejido conectivo fibroso
esta frecuentemente presente entre las lesiones y el tejido normal (Thoen et al.,
2006).

Los mecanismos de respuesta inmune natural y adquirida de los bovinos
son casi siempre efectivos en limitar la proliferacion del bacilo tuberculoso y el
desarrollo de la enfermedad progresiva. La eliminacion de M. bovis del tejido
del huésped depende, en parte, de la destruccion del bacilo en los macrofagos

mononucleares que han sido activados por linfocinas. La evidencia que apoya



este concepto esta principalmente basada en informacion obtenida de estudios
realizados en animales de laboratorio utilizando cepas de M. bovis BCG o M.
tuberculosis (Chan et al., 1992).

Factores de virulencia

El desarrollo de la enfermedad en un animal depende de la habilidad de
M. bovis de multiplicarse dentro de las células fagociticas y de la induccion de
la repuesta del huésped como la accion bactericida asociada con esta
respuesta. La patogenicidad de la micobacteria es un fenédmeno multifactorial
gue requiere de la participacién y efectos acumulativos de varios componentes
incluidos lipidos complejos y proteinas de la pared celular y del citoplasma del
bacilo (McNeill and Brennan., 1991). La mayoria de los estudios sobre los
determinantes de virulencia han sido llevados a cabo mas con M. tuberculosis
que con M. bovis. Sin embargo la presencia de genes homélogos en M. bovis y
la relacibn cercana entre estos microorganismos indican el uso de

determinantes virulentos y mecanismos de patogenicidad.

Lipidos complejos, extraidos tanto de variedades virulentas como
atenuadas han sido ampliamente evaluadas para obtener informacion o
significancia en la enfermedad (Chan et al., 1991.Schluguer and Rom., 1998).
La pared celular estd compuesta por tres moléculas unidas por enlaces
covalentes: peptidoglicano, arabinolactano y acido micolico. ElI complejo
glicolipido presente en la pared celular de las variedades virulentas y
atenuadas se ha estudiado para conocer su papel en la formacion del
granuloma. Un lipido caracteristico en estas bacterias les provee habilidad
para formar cordones (cord factor) este factor cuerda es un micdosido
identificado como trehalosa 6,6-dimicolato, esta es una molécula mixta que se
encuentra en la capa periférica de la envoltura 'y es el mayor componente de la
pared celular caracteristico del bacilo ademas este factor cuerda no induce la
sensibilidad a la tuberculina, pero inhibe la migracién de los leucocitos y es
leucotdxica, recibe este nombre porque en los cultivos, los microorganismos
forman agregados semejantes a cordones. El factor cordon puede ser extraido

de las cepas virulentas con éter de petroleo, también se ha asociado a la



inhibicién de la fusién de los lisosomas con los fagosomas en los macréfagos,
fendmeno que se considera clave para la sobrevivencia de micobacterium en
los macréfagos (Rohades et al., 2003). Tienen también estas bacterias
capacidad para producir cantidades significativas de amoniaco, evadir el
ambiente toxico de la vacuola lisosomal, inhibiendo la formacién del
fagolisosoma y disminuyendo la potencia de las enzimas intralisosomales via la
alcalinizacién. Dos enzimas que pertenecen al metabolismo del amoniaco, la
ureasa micobacteriana y la glutamino sintetasa, han sido asociadas a la
interrupcion fagolisosomal y a la sobrevivencia micobacteriana (Harth et al.,
1994).

Los lipidos de la membrana externa son los componentes
micobacterianos que interactian con el hospedero, y afectan los enlaces hacia
los receptores de los macrofagos, éstos lipidos también propician la respuesta
inflamatoria, los mandsidos fosfatidilinositol y lipoarabinomanano (LAM) son
detonantes de la produccion de citocinas y quimiocinas (CK) de las células
mononucleares (Rhoades, 2003). La LAM es un lipoglicano compuesto de tres
dominios, un nucleo polisacarido formado por unidades de D-manana, D-
arabinomanana, un dominio formado por fosfatidilinositol anclado a la
membrana y un polisacérido; LAM inhibe la proliferacion de células T, desecha
los radicales libres de oxigeno, bloguea la activacidén transcripcional de genes
qgue inducen el IFN-y, inhibe la actividad de la proteina cinasa, y altera la
expresion de las citocinas por macréfagos, LAM también esta implicada en la
induccion de fiebre, en la necrosis del tejido y en la formacion de cavidad

pulmonar (Chan et al., 1991).

Los sulfolipidos de trehalosa son los responsables de la tincién
acidorresistente de las bacterias con el colorante rojo carbolfuscina, por lo que
a estos microorganismos también se les llama bacilos acidorresistentes. Estos
sulfolipidos se unen a los receptores “basurero” de clase A(ScR) o receptores
“scavenger’ en macrofagos, lo que favorece la entrada de la bacteria a la célula
hospedera; ademas evita la maduracion del fagosoma del macréfago cuando

esta infectado porque inhiben a la proteina C cinasa y como consecuencia de
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esto, también se ve inhibida la produccion de éxido nitrico (NO) y de citocinas

proinflamatorias (Tan and Parker 2003).

Las caracteristicas de la envoltura le proporcionan resistencia a agentes
microbicidas, farmacos y a la destruccion por calor. Los componentes de la
pared celular contribuyen a la virulencia, persistencia dentro de los macrofagos
y a la regulacion de la respuesta inmune del hospedero. El establecimiento de
la infeccion también depende de la interaccion inicial entre los componentes de
superficie de las micobacterias con los componentes de la célula hospedera
(Chen et al., 2006).

Inmunologia

Cuando M. bovis penetra en el organismo (ya sea por via aerogena o
por cualquier otra) es ingerido por células fagocitarias. En los bovinos las
principales células fagocitarias son los fagocitos polimorfonucleares y los
fagocitos mononucleares; los primeros predominan en la sangre periférica, y
dentro de los segundos estan los monocitos circulantes y los fagocitos
tisulares (presentes en un elevado numero en tejidos como higado, bazo,
ganglios linfaticos y pulmones). Cuando M. bovis se establece en un tejido,
actlla como un potente factor quimiotactico que atrae a los polimorfonucleares
y a los macréfagos hacia el foco de infeccion. La ingestion de los bacilos se

acelera con la presencia de opsoninas (Ac que “tapizan” a los bacilos).

La interaccion entre las micobacterias el hospedador y el sistema
inmune es un proceso complejo. A partir de una infeccién se instauran dos
tipos de inmunidad, la de base humoral y la de base celular. La principal
defensa del huésped frente a las micobacterias es la inmunidad celular. La
respuesta inmune celular natural y adquirida logra con frecuencia limitar la
proliferacion de los bacilos y el desarrollo progresivo de la enfermedad. La
activacion de los macrofagos que destruyen a la micobacteria, ocurre a través
de la respuesta inmune celular que han sido activados por linfocinas. La

principal funcion de los neutréfilos y los macréfagos es destruir los
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microorganismos fagocitados mediante la funcion de los lisosomas con los

fagosomas y la produccion de moléculas microbicidas (Chan et al., 1992).

La activacion de los macrofagos que destruyen a la micobacteria, ocurre
a través de la respuesta inmune celular. Las enzimas lisosomales y los ROI
(intermediarios reactivos de nitrégeno), se producen en el interior de los
fagolisosomas, donde se activa por el pH acido (4.5-5.0). EI NO (6xido nitrico)
se produce en el citosol y se difunde en el interior de los fagolisosomas, donde
se activa por el pH acido. EI NO es un factor inmune que detiene la replicacion

micobacteriana (Nathan and Shila., 2000).

Existen dos tipos de respuesta inmune, la Thl y la Th2. la respuesta Th1l
lleva al control de infecciones de microorganismos intracelulares (Lagranderie
et al., 2003), la inmunidad mediada por Thl,controla la sintesis de citocinas
proinflamatorias y el dafio del tejido, esta respuesta se traduce en la activacion
de los macréfagos por una activacion adecuada de linfocitos, en particular de
células colaboradoras con marcador CD4, productoras de IFN-y, el mediador
mas importante en la defensa contra las micobacterias. Los macrofagos y las
células T CD4* son dos tipos de células importantes durante la respuesta
antitubercular. El IFN-y producido por el antigeno especifico y los macréfagos
gue activan a las células que activan los linfocitos T CD4* conducen a la
produccion de oxido nitrico, esencial para la provocar la muerte del bacilo
(Waters et al., 2003). Los cambios de transcripcién bacteriana medida al inicio
de la respuesta inmune mediada por Thl, son inducidas directa o
indirectamente, por la generacion de NO por macréfagos infectados debido a la

disminucion de oxigeno que provocan (Shi et al., 2003).

El IFN-y se relaciona con la IL-2 y con el TNF-a, asi como también la
IL.12, esta citosina induce la respuesta del huésped hacia las micobacterias y
otros patdgenos intracelulares, IFN-y activa al macrofago para que produzca
radicales libres de oxigeno y nitritos (NO2) con actividad antimicrobiana. Por
otra parte, la respuesta inmune Th2 se caracteriza por la produccion de
diferentes citocinas como IL-4 e IL-10 que activan linfocitos B para producir

anticuerpos, activan eosinoéfilos y bloquean la actividad bactericida de los
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macroéfagos. El IFN-y, GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocito-
macrofago) y el TNF-a activan a los macréfagos para resistir el crecimiento de
patdgenos intracelulares e incrementar la produccién de diversas sustancias
antimicrobianas, como ROIl, NO y enzimas lisosomales (Weatherby et al.,
2003).

Una funcion esencial del IFN-y es activar a los macréfagos, dando como
resultado el incremento de la fagocitosis, la expresion del MHC (complejo
mayor de histocompatibilidad) clase | y Il, la induccion de IL-12, NO y la
produccién de superoxido, los cuales son importantes en la eliminacion de

patégenos intracelulares (Feng et al., 1999).

Ademas del sistema oxidasa fagocitica, los macrofagos cuentan con un
sistema de generacion de radicales libres, la INOS (sintetasa de Oxido nitrico
inducible), esta es una enzima citosélica que no existe en los macrofagos en
reposo, pero puede inducirse en respuesta al LPS (lipopolisacarido) en
combinacion con IFN-y. Otro mecanismo antimicrobiano importante en los
macrofagos es la produccién de RNI (intermediarios reactivos de nitrégeno) a
través de la via dependiente de L-arginina. En experimentos realizados en
ratones se ha podido correlacionar la produccion de los macréfagos de RNI con
la capacidad para eliminar micobacterias (Adler et al., 1995). Las micobacterias
persisten en los macrofagos dentro de los granulomas, en distintas lesiones
representadas por un area central necrética por células inflamatorias que
consiste en macrofagos epiteliales, células multinucleadas, células T, B y
ciertas zonas de fibroblastos, la formacion del granuloma es importante en la
defensa del huésped contra bacterias intracelulares y otro tipo de antigenos. La
formacion del granuloma es compleja, depende de la migracién y activacion de
las células inmunes, esta se inicia con la expresion de citocinas y Ck (células
asesinas) en respuesta a antigenos micobacteriales. (Choi et al., 2002). Las
células T son las primeras en influenciar el curso de la enfermedad o en
detener la infeccion, la continua activacion de estas células conduce a la
formacion de granulomas con necrosis central, denominada necrosis caseosa,
causada por los productos de los macrofagos y tales como enzimas

lisosbmicas que producen intermediarios reactivos de oxigeno (ROI). Un
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mecanismo que utilizan los macréfagos y neutréfilos activados es la conversion
catalitica de oxigeno molecular en radicales libres oxihalogenuricos, que son
agentes oxidantes muy reactivos que destruyen los microorganismos. El
principal sistema generador de radicales libres es el sistema de la oxidasa
fagocitica, ésta es una enzima que se ensambla en los macrofagos activados
en la membrana plasmética y en la membrana fagolisosdmica. La funcion de
esta membrana es reducir el oxigeno molecular a productos ROI, como los
radicales superoxido, utilizando la forma reducida de fosfato dinucleétido de
nicotinamida adenina (NADPH). El superoxido experimenta una dismutacion
enzimatica hacia peréxido de hidrégeno, que es usado por la enzima
mieloperoxidasa para convertir los iones halogenuro (normalmente no
reactivos) en acidos hipohalogenosos que son téxicos para las bacterias. El
proceso por el cual los ROI se producen se llama estallido respiratorio. El TNF
y el LPS pueden sensibilizar a los neutroéfilos para producir grandes cantidades
de ROI en respuesta a otros activadores, como los péptidos de N-
formilmetionil bacterianos y las Ck (Lazarevic et al., 2003).

Las APC (células presentadoras de antigenos) son células que exponen
en su superficie fragmentos peptidicos de antigenos proteicos, asociados a
moléculas del MHC (complejo mayor de histocompatibilidad) y activa las
células T especificas de los antigenos. Ademas de presentar complejos
péptido-molécula del MHC, las APC también deben expresar moléculas
coestimuladoras para activar a los linfocitos T. las DCs (células dendriticas son
APC con capacidad para inducir la respuesta inmune primaria derivadas de la
médula ésea presentes en los tejidos epiteliales y linfoides que se caracterizan
desde el punto de vista morfolégico por finas proyecciones membranales y
acttan como APC para los linfocitos T no estimulados; ademas, son
importantes para el inicio de las respuestas inmunitarias adaptativas a los

antigenos proteicos (Banchereau and Steinman., 1998).

La hipersensibilidad retardada es el reclutamiento de las células T en
los tejidos para ser activadas por las células presentadoras de antigenos con el
fin de producir citocinas. La no respuesta a los antigenos se conoce como

anergia (negativo a las pruebas de inmunidad celular), y refleja una deficiencia
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de los mecanismos de defensa del huésped. El ganado anérgico enfermo con
M. bovis tiene normalmente lesiones multiples y con tendencia a la progresion,
también presentan una alta tasa de anticuerpos los animales severamente
afectados por la enfermedad en relacion con los menos afectados (Lepper and
Corner., 1983).

Los receptores de tipo Toll, se encuentran en la superficie celular de los
monocitos, macréfagos, células epiteliales, células dendriticas y otras células.
Sefialan la activacion de los macrofagos en las respuestas de inmunidad
innata, regulan las sefales de la expresion genética de diversos patdgenos y
es acompafnada por una fuerte descarga de actividades asociadas tales como
la fagocitosis, opsonizacion, degradacion y proceso de fragmentos moleculares
durante la presentacion y expresion de péptidos antimicrobianos (McDonough
et al., 1993).

El C° (complemento). Estd constituido por dos vias, la clasica y la
alterna, se activan mediante complejos antigeno-anticuerpo o por la superficie
de los microorganismos, respectivamente y consisten en una cascada de
enzimas proteoliticas que generan mediadores de la inflamacién y opsoninas.
Ambas vias conducen a la formaciéon de un complejo litico celular final comudn
gue se inserta en la membrana de las células. La capacidad adaptativa de las
micobacterias permite que la propia bacteria pueda activar la via alterna del C”
para favorecer la produccion de C3b y C3bi y puede inducir la formacién de C3
convertasa reclutando fragmentos de C2a para generar C3b sin la activacion
temprana de los componentes de la via clasica y alterna del C". Algunas
moléculas del sistema complemento tienen una funcién dual en la fagocitosis
de las micobacterias, la fraccion C3b se une inespecificamente a los
carbohidratos de la superficie del patdgeno y es reconocida a través de CRs:
CR1, CR3 y CR4 de los macréfagos durante la fagocitosis. Las micobacterias
pueden ser opsonizadas con moléculas de la fraccibn de C’, C3b,
inmunoglobulinas G (IgG), proteina de union a manosas (MBP), asi como por el
factor surfactante SP-A; esto ayuda a la bacteria a ingresar al macréfago de
manera eficiente. Las micobacterias opsonizadas con IgG se unen a receptores

para el Fc de las inmunoglobulinas y esta via de entrada desencadena una
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respuesta mas agresiva en contra de ellas. El habitat intracelular confiere
ventajas importantes a las micobacterias porque quedan protegidas de
mecanismos efectores de la respuesta inmune del hospedero, como lisis por C”
(Kaufmann., 2003).

Las opsoninas son macromoléculas que se unen a la superficie de un
microorganismo que puede ser reconocida por los receptores de superficie de
los neutrofilos y los macréfagos aumentando la eficacia de la fagocitosis del
microorganismo. Las opsoninas son los anticuerpos IgG, que son reconocidos
por los receptores Fc y presentes en los fagocitos y fragmentos de las
proteinas del C" y que son reconocidos por CR1 y por la integrina leucocitica
Mac-1 o CR3. Las colectinas son una familia de proteinas, entre ellas la
lectinas de unién a manosa (MBL), que se caracterizan por la presencia de un
dominio de tipo colageno y de un dominio de lectinas. Las colectinas participan
en las funciones del sistema de inmunidad innata actuando como receptores de
reconocimiento de patron de microorganismos y pueden activar el sistema del
C” uniéndose a C1q (Voorhout et al., 1992).

Las micobacterias tienen varias estrategias para evitar ser destruidas por
los fagocitos; por ejemplo, puede tomar a los MR (receptor manosa) para
activar diversos eventos; inhibe el Ca?* que sefala los receptores mediados
por C’, el cual puede contribuir a que fallen los mecanismos de muerte; puede
inhibir la acidificacion del fagosoma y modificar el trayecto intracelular de las
vacuolas, asi ellas se comportan como parte del compartimiento endosomal en
lugar de los fagolisosomas toxicos, esas vacuolas liberan grandes cantidades
de LAM las cuales se insertan dentro del GPI que modifica la habilidad para
responder a IFN y a la presentacién del antigeno a las células T CD4+ (Rook et
al., 2001).

Las Ig’s (inmunoglobulinas), también llamadas anticuerpos son un tipo
de molécula glucoproteica, producida por los linfocitos B y que se une a los
antigenos, a menudo con un elevado grado de especificidad y afinidad. Las
regiones variables N- terminales de las cadenas pesadas interaccionan

funcionalmente con otras moléculas del sistema inmunitario. Las Ig’s



16

secretadas realizan diversas funciones efectoras, como la neutralizacion de
antigenos, la activacion del C° y la promocién de la destruccion de
microorganismos dependiente de los leucocitos. Las micobacterias pueden ser
opsonizadas por Ig’s, principalmente por IgG para ser ingeridas por los
macroéfagos, es posible que ellos utilicen este mecanismo para adherir e ingerir
a las micobacterias vivas, pero no es utilizado como primera eleccion por estas,
ya que requiere de grandes cantidades de la opsonina para conseguir una
adherencia 6ptima, el internamiento de la micobacteria le confiere acceso a la
ferritina, que es una enzima que se encuentra en abundancia en los lisosomas

y le aporta nutrientes para su metabolismo (Armstrong and Hart., 1975).

Los linfocitos T son un tipo de células que median la respuesta inmune
celular en el sistema de inmunidad adaptativa, maduran en el timo, circulan en
la sangre, en tejidos linfoides periféricos y son reclutados a sitios periféricos de
exposicién al antigeno. También expresan receptores para el antigeno TCR
(receptor de célula T) que reconocen fragmentos peptidicos de proteinas
extrafias unidos a moléculas del MHC. Las subpoblaciones funcionales de los
linfocitos T son las células T CD4* colaboradoras y los linfocitos T citoliticos
(CTL) CD8*. Las células T CD4* producen antigenos proteicos asociados a
moléculas de clase Il del MHC, estas células T producen IFN-y y activan a los
macrofagos para destruir microorganismos residentes en el interior de los
fagosomas. La infeccion primaria por el bacilo tuberculoso induce en el
organismo la memoria inmunitaria mediada por las células T CD4* (Muller et
al., 1987).

Epidemiologia

M. bovis posee uno de los mas amplios rangos de hospedadores, entre
los patégenos conocidos, la epidemiologia de esta infeccion es muy compleja y
engloba interacciones entre el hombre, los animales domésticos y los animales
salvajes. Entre los hospedadores de esta especie se encuentra el hombre, los
primates no humanos, cabras, cerdos, jabali, oveja, vaca, caballo, asno, gato,

perro, ciervo, bisonte, bufalo, antilope, oryx, camello, llama, alpaca, reno, tejon,
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liebre, conejo, hurdn, elefante, rinoceronte, tigre, ledn, foca,..etc. (Wilesmith et
al., 1982. Stetter et al., 1995. Ragg et al., 2000. Delahay et al., 2002).

Son varias las rutas de transmision para la infeccion de M. bovis, pero
las rutas de infeccidn primaria son los tractos respiratorio y digestivo. Estudios
experimentales en animales expuestos a la infeccion con M. bovis por
diferentes rutas (intratraqueal, oral, intravenosa, intraperitoneal) ha demostrado
gue la naturaleza y extension de las lesiones tuberculosas varian de acuerdo a
la ruta de exposicion (Francis., 1971). Y la localizacion de las lesiones
tuberculosas nos indica de qué manera M. bovis ingresa en el huésped
infectado. Estas incluyen lesiones en el sistema respiratorio, rifiones, glandula
mamaria y sistema gastrointestinal (Gavier-Widen et al., 2001. Palmer et al.,
2003). Abscesos externos pueden ser también una fuente de infeccion para

una amplia variedad de mamiferos domeésticos y salvajes (Bengis et al., 1996).

Dadas las consecuencias que causa la infeccion por M. bovis en la
salud publica, la epidemiologia de la enfermedad ha sido de gran interés.
Epidemias de infeccion por M. bovis asi como infecciones endémicas han sido
reportadas en poblaciones de animales. La epidemia se caracteriza por el
incremento de la infeccion en un periodo corto de tiempo dentro de una
poblacién de animales. Sin embargo es posible que la enfermedad se extienda
de manera relativamente lenta, dependiendo del progreso de la enfermedad en
el animal infectado y de la oportunidad de contacto con otros animales. Las
infecciones endémicas se caracterizan por las bajas tasas de infeccion y
también han sido reportadas en poblaciones de animales. La extension de la
enfermedad no afecta suficientemente la supervivencia de la poblacion, pero si
es suficiente para que la transmision de la infeccion esté de manera continua
dentro de la misma (Clifton-Hadley., 1996).

A causa de la gran cantidad de especies susceptibles, la diferencia en la
patogénesis, y la variedad de los posibles mecanismos de transmision,
combinadas con la falta de una vacunacion efectiva y métodos de diagndstico

moderadamente veraces, la tuberculosis bovina puede ser dificilmente
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controlable. En tal situacion se deben aplicar manejos para la enfermedad

capaces de controlar la infeccién de manera efectiva (LoBue et al., 2003).

Al infectar ganado bovino de manera experimental por via respiratoria y
digestiva se ha comparado las lesiones observadas con las lesiones de los
animales infectados de manera natural y se ha encontrado que entre el 80-90%
se infectaron por inhalacion. La lesidbn mas frecuentemente encontrada es un
foco bronconeumoénico en pulmén y lesibn en el ganglio linfatico

correspondiente (complejo primario) (Pritchard .,1988).

Los animales en la primera fase de la enfermedad y antes del desarrollo
de lesiones visibles, contribuyen notablemente a la produccién de aerosoles
infectivos. Investigaciones dieron como resultado que existe una relacion
inversamente proporcional entre la dosis infectante y el tiempo que transcurre
hasta la liberacién por via respiratoria de M. bovis, y que en las infecciones
naturales la eliminacion del bacilo comienza a los 87 dias de la infeccion,
ocurriendo en algunos casos en ganado negativo a la tuberculina (Neill et al.,
1992).

Los primates no humanos son también susceptibles a la infeccién por
M. bovis y M.tuberculosis, habiéndose notificado también infecciones por M.
africanum. La infeccion aparece raramente en animales libres, aunque se han
reportado animales infectados debido a la ingestion de carcasas procedentes
de ganado tuberculoso (Tarara et al., 1985). Sin embargo, en cautividad la
incidencia de tuberculosis en estos animales es extremadamente alta y han
sido comunicados varios brotes de enfermedad en zoolégicos y animalarios,
jugando la via aerégena un importante papel (Wilson et al., 1984, McMurray.,
2000, Greenwald., 2007).

El ganado caprino es muy susceptible a la tuberculosis. Aunque en un
estudio sobre morfopatologia de las lesiones presentadas por estos animales
se concluy6é que eran similares a las encontradas en el ganado bovino. La
prevalencia de la enfermedad es desconocida en la mayoria de los paises ya

que sOlo se han realizado estudios aislados sobre la misma (Bernabé et al.,
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1991), estos animales presentan lesiones mas caseificadas y un menor niimero
de bacilos &cido-alcohol resistente detectable por microscopia. Un estudio
posterior revelo también diferencias histologicas entre las lesiones encontradas

en caprinos y bovinos (Gutiérrez y garcia Marin., 1993).

Una de las razones es por la naturaleza de los sistemas de explotacion
de este ganado que limita el contacto con bovinos infectados, y por otra parte el
comportamiento desconfiado que hace improbable el contacto con reservorios
moribundos o sus cadaveres. Otro factor que puede contribuir a la escasa
notificacion de casos en esta especie es que las lesiones que presentan son
muy similares a las de una linfadenitis caseosa y los bacilos acido-alcohol
resistentes son muy escasos Yy dificiles de encontrar (Cordes et al., 1981.
Morris et al., 1994).

El cerdo es susceptible a la infeccion por M. bovis. La transmisién ocurre
generalmente por via digestiva por el consumo de leche, resto de animales
muertos infectados o heces de bovinos tuberculosos. La transmision entre
cerdos es poco importante ya que las lesiones normalmente son localizadas y
los animales se sacrifican a edad temprana. También se han encontrado
jabalies con tuberculosis pero se cree que se infectaron al consumir cadaveres

de bovinos tuberculosos (Morris et al., 1994).

En caballos y asnos es poco frecuente, aunque posible. La enfermedad
cursa con una mortalidad muy elevada y las lesiones son de aspecto tumoral
(O’Reilly and Daborn., 1995).

En perros y gatos la tuberculosis puede causarla tanto M. bovis como
M. tuberculosis aunque los gatos son mas susceptibles a M. bovis y los perros
a M. tuberculosis, la infeccion la adquieren por via digestiva o aerdgena
(Aranaz et al., 1996).

Asi mismo la tuberculosis es una enfermedad que afecta a los cérvidos.
La distribucién de las lesiones en estos animales nos indica que tanto la via

respiratoria como la via digestiva son importantes en la transmision de la
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enfermedad (Morris et al., 1994). En ellos es tipica la formacion de lesiones
extensivas de desarrollo rapido y frecuentemente se forman abscesos. Esto da
origen a un aumento de la probabilidad de la transmision del agente en un
rebafio y es un riesgo para otros animales y el hombre (Clifton-Hadley y
Wilesmith., 1991). La enfermedad constituye un problema econémico y
sanitario en los rebafios de ciervos domeésticos en Nueva Zelanda, Dinamarca y
Reino Unido, paises en donde se lleva a cabo un programa de erradicacion de
la enfermedad. También presenta importancia en los rebafios de Canada y
Estados Unidos, originando problemas de erradicacion de la tuberculosis

bovina (Fanning y Edwards., 1991).

La tuberculosis es una enfermedad endémica en las poblaciones de
bafalos del norte de Australia (Hein and Tomasovic.,1981), ha sido descrita
también en bufalos de Uganda (Woodford., 1982), Sudafrica, Egipto e India
(O'Reilly y Daborn., 1995). Las lesiones encontradas en estos animales
afectaron a los 6rganos toracicos, lo cual sugiere que la via de transmision en
estos animales es la aerdgena, debido a los habitos de comportamiento ya que
deambulan en grandes rebafios con una alta densidad de animales. Lo mismo
ocurre en las poblaciones de bisontes de Canada y Estados Unidos (Tessaro et
al., 1990).

Mamiferos de la familia Camelidae (camellos, dromedarios, llamas,
alpacas, vicufias) y otros rumiantes exdticos (antilope, 6rix, etc) son también
susceptibles a la infeccion por M. bovis y son un riesgo potencial para la
transmision del agente al ganado bovino, por ello se recomienda limitar al
maximo el contacto entre especies y extremar las medidas de cuarentena en

las importaciones de estos animales (O"Reilly y Daborn., 1995).

Los tejones estan distribuidos en el continente europeo y no parecen
representar problemas a los esquemas de erradicacion de la tuberculosis con
excepcion en el Reino Unido e Irlanda, ya que la tuberculosis es endémica en
la poblacion de los tejones. En estos dos paises el tejon actla como reservorio
para M. bovis; los tejones pueden vivir largo tiempo con la infeccion tuberculosa

sin que se afecte la poblacion de manera importante. La via principal de
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contagio es la via aerdégena. En consecuencia se realizan distintas estrategias
para controlar la tuberculosis en el tejon, desde la vacunacion hasta la
eliminacion de los tejones (especie protegida) de los entornos de las
explotaciones ganaderas. Vicente et al, (2007) sugieren que la eliminacion de
tejones no es una respuesta adecuada al problema ya que puede aumentar el
movimiento de estos animales y contribuir a la extension de la infeccion
(Vicente et al., 2007).

Pruebas diagndsticas para la deteccion de tuberculosis bovina

Existen diversas estrategias para combatir la tuberculosis bovina, el
diagndstico oportuno, es de los pilares mas importantes, ya que permite
minimizar los riesgos de contagio y dispersion de la enfermedad. La
identificacion de la micobacteria ha sido efectuada determinando su habilidad
para utilizar sus componentes, sus caracteristicas de crecimiento y su

morfologia.

Examen postmortem e histopatologia

El detectar lesiones macroscopicas en el examen postmortem es una
orientacion en el diagnodstico de la tuberculosis bovina. Las lesiones
tuberculosas pueden variar de 1 mm a 10 cm de diametro, y puede tratarse de
lesiones localizadas en un ganglio linfatico o de complejos primarios. En un
estudio sobre lesiones sospechosas de tuberculosis se encontraron que solo el
81% de las lesiones macroscoOpicas sospechosas, son realmente lesiones
tuberculosas al ser confirmadas histopatolégicamente. Varios autores han
demostrado las deficiencias de la inspeccidon postmortem de animales
infectados (Corner et al., 1990).

En cuanto la histopatologia se ha utilizado como una técnica para
confirmar el diagnostico en aquellas lesiones sospechosas de tuberculosis en
varios paises, pero algunas micobacterias atipicas pueden producir lesiones
localizadas que son macroscopica e histopatoloégicamente indiferenciables de

aquellas causadas por M. bovis. Estas infecciones pueden causar
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sensibilizacién a la tuberculina bovina, lo cual provoca problemas en los
esquemas de control de la enfermedad. Ademas de las micobacterias atipicas,
otras infecciones como la actinobacilosis (Actinobacillus lignieresii),
actinomicosis (Actinomyces bovis), botriomicosis (Staphilococcus aureus),
nocardiosis (Nocardia spp), estreptomicosis (Streptomyces spp) y las lesiones
causadas por Rhodococcus equi, pueden tener el aspecto caracteristico de una
reaccion granulomatosa y pueden confundirse con tuberculosis (Tammemagi et
al., 1973).

Las lesiones causadas que pueden servirnos como diagndstico
diferencial es que las lesiones causadas por Rhodococcus presentan
macréfagos cargados con cocobacilos Gram positivos. Las originadas por
Nocardia-Streptomices presentan numerosas células gigantes de cuerpo
extrafio y neutréfilos asociados con el area necrotica, las ocasionadas por
Actnomyces-Actinobacillus presentan filamentos radiados y colonias en forma
de bastén (Tammemagi et al., 1973, Corner et al., 1990).

Cultivo microbiolégico

El aislamiento del agente causal es aun la confirmacion de la infeccidon
por lo que cualquier método diagndstico nuevo debe ser contrastado con la
bacteriologia. Para la confirmacion de la infeccion por M. bovis generalmente
son necesarios 2-3 meses. El cultivo se realiza asociando tres pasos basicos:
suspension, concentracion, y descontaminacion de las muestras con acidos,
alcalis o detergentes con el fin de eliminar otras bacterias y hongos que
impedirian el crecimiento de las micobacterias. La sensibilidad del cultivo
aumenta al incrementar la cantidad del material cultivado. También el nUmero
de colonias obtenido en los medios con base de huevo es mayor, y estos
medios son menos susceptibles a la contaminacién (Petran y Vera., 1971). A la
mayoria de estos medios de cultivo se les adicionan colorantes como verde
malaquita, cristal violeta o diferentes antibidticos (Mitchison et al., 1973),
aungue se ha observado inhibicion de las micobacterias algunas veces por lo
que se utilizan solo en muestras muy contaminadas. Los antibioticos con los

que se han obtenido mejores resultados son el agar mycobactosel con
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cicloheximida, lincomicina y &cido nalidixico (Petran y Vera., 1971), y el
Middlenbrook 7H11 con polimixina B, carbenicilina, anfotericina B,
trimetroprim, 1 —hexadecylpiridimium clorhidre (HPC) para el control del
crecimiento de contaminantes (Mitchison et al., 1973, Corner et al., 1988,

Corner and Trajstman., 1995)

Se ha encontrado que la sensibilidad del cultivo respecto a lesiones
confirmadas histopatolégicamente es de aproximadamente 80% (Tammemagi
et al., 1973). Wood et al.,, en 1991 encontraron que soOlo el 81% de los
animales con lesiones macroscopicas sospechosas de tuberculosis pudieron
ser confirmadas como infectados por M. bovis mediante cultivo. En otros
trabajos se ha estimado que la sensibilidad del cultivo en la practica es de 102

bacilos/ml de muestra (McAdam et al., 1990).

Prueba de la tuberculina

Una de las pruebas diagnosticas mas utilizadas en la mayoria de los
paises inclusive a nivel oficial, es la prueba de la tuberculina. Esta prueba se
basa en la respuesta inmunoldgica del animal a la inyeccién intradérmica.
Antes se utilizaba tuberculina de medio sintético concentrada por calor
(HCSM), pero en la mayoria de los paises la tuberculina HCSM se ha
reemplazado por tuberculina derivada de proteinas purificadas (PPD). La
tuberculina HCSM puede tener una buena potencia si se estandariza de modo
correcto en cuanto a actividad biologica, pero su especificidad es inferior a las
tuberculinas PPD. Ademas, se ha visto que las PPD bovinas preparadas de la
cepa AN5 de M. bovis son mas especificas para detectar la tuberculosis bovina

qgue las PPDs humanas preparadas con M. tuberculosis.

El método estandar para la deteccion de la tuberculosis bovina,
comprende la inyeccion intradérmica de tuberculina PPD bovina y la
consiguiente deteccion de la inflamacién (Hipersensibilidad retardada) en el
sitio de la inoculacién tres dias después. Esto se puede llevar a cabo utilizando
so6lo tuberculina bovina o, en una prueba comparativa, con tuberculina aviar y

bovina. Normalmente la prueba se realiza en medio del cuello, pero también se
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puede llevar a cabo en el pliegue caudal de la cola. La piel del cuello es mas
sensible a la tuberculina que la de la cola. Para compensar esta diferencia, se
pueden utilizar mayores dosis de tuberculina en la cola (Manual de la OIE.,
2004).

No se recomienda utilizar esta prueba cuando la epidemiologia sugiere
gue la poblacion o el animal han estado en contacto con animales infectados,
ya que puede originar respuestas falsas negativas y un descenso en la
sensibilidad de la prueba. Si s6lo se utiliza una prueba de tuberculina, la
erradicacion completa resulta dificil ya que puede haber falsas negativas en la

fase inicial de la enfermedad y en animales con infeccién grave.

La prueba intradérmica comparativa de la tuberculina se utiliza para
diferenciar entre animales infectados con M. bovis y aquellos sensibilizados a la
tuberculina bovina por exposicion a otras micobacterias. Esta sensibilizacién se
debe a la gran reactividad cruzada existente entre especies de micobacterias y
géneros relacionados. La prueba consta de la inyeccion intradérmica de
tuberculina bovina y de tuberculina aviar en sitios diferentes, por lo general en
el mismo lado del cuello, y se mide la respuesta tres dias después (Manual de
la OIE., 2004, NOM-031-ZO0-1995).

La potencia de las tuberculinas debe estimarse por métodos bioldgicos
mediante comparacion con tuberculinas estandar y debe expresarse en
unidades internacionales (Ul). En varios paises se considera que la tuberculina
tiene una potencia adecuada si garantiza al menos 2.000 Ul (x 25%) por dosis
en el ganado bovino. En los animales con una sensibilidad alérgica reducida se
necesita una dosis mayor de tuberculina, y en campafias nacionales de
erradicacion se recomiendan hasta 5.000 Ul. El volumen de cada inyeccion no
debe superar los 0,2 ml (NOM-031-ZO0-1995).

Es importante una técnica de inyeccion correcta. Deben afeitarse y
limpiarse los sitios de inyeccién. Dentro de cada area afeitada se mide un
pliegue de la piel con calibradores y se marca el sitio antes de la inyeccion. Se

inserta oblicuamente en las capas mas profundas de la piel una aguja corta con
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el bisel hacia arriba y una jeringuilla graduada. La dosis no debe contener
menos de 2.000 Ul de tuberculina bovina o aviar. Debe palparse una pequeia
protuberancia en el sitio de la inyeccidon. La distancia entre dos inyecciones
debe ser aproximadamente de 12-15 cm. En animales jévenes donde no hay
espacio para separar suficientemente los sitios de un lado del cuello, se aplica
una a cada lado del cuello a la misma altura (tercio medio del cuello). Setenta y
dos horas después se mide el grosor de la piel doblada en cada sitio de la
inyeccion. La medida de la piel, antes de la inyeccion y cuando se lee la
prueba, de preferencia debe hacerlo la misma persona que aplica la prueba
(NOM-031-Z0O0-1995).

La interpretacion se basa en la observacion y los incrementos en el
grosor de la piel anotados. En la prueba intradérmica simple (que implica una
sola inyeccion de tuberculina bovina), se considera que la prueba es negativa si
sélo se observa una inflamacion limitada, con un incremento menor de 2 mm y
sin sintomas clinicos, del tipo de edema difuso o extendido, exudado, necrosis,
dolor o inflamacion de los vasos linfaticos de esa region o de los ganglios
linfaticos. La reaccion no es concluyente si no se observa ninguno de éstos
sintomas y, si el incremento en el pliegue de la piel oscila entre 2 y 4 mm o mas
en el grosor de la piel. Sin embargo, en poblaciones infectadas por M. bovis,
cualquier inflamacion palpable o visible debe considerarse positiva. A veces se
emplea una interpretacion mas rigurosa, en particular en poblaciones de alto
riesgo o en animales en contacto. Los animales con resultados no concluyentes
por una prueba intradérmica sencilla deben someterse a otra prueba con un
intervalo de 42 dias. Los animales que no son negativos en esta segunda
prueba deben ser considerados positivos. Los animales positivos en la prueba
intradérmica sencilla pueden ser sometidos a una prueba intradérmica
comparativa. La repeticion de las pruebas se puede realizar conforme a los
programas nacionales o locales de control (Manual de la OIE., 2004, NOM-031-
Z00-1995).

En la interpretacion de la prueba intradérmica comparativa, se considera
positiva la reaccion, si el aumento del grosor de la piel en el sitio de la inyeccion

bovina supera los 4mm o mas. La reaccion no es concluyente, si el incremento
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comparativo esta entre 1 y 4mm, y se considera negativa, si el incremento del
grosor de la piel en el sitio de la inyeccion bovina es menor o igual que el
observado en el sitio de la inyeccion aviar. Este esquema de interpretacion se
utiliza en los paises de la Union Europea (EUROPEAN COMISSION .2000,
Manual de la OIE., 2004).

En la prueba ano caudal, se inserta oblicuamente en las capas mas
profundas de la piel una aguja corta con el bisel hacia afuera, en la cara lateral
del pliegue ano caudal, entre la linea del pelo y la cara ventral del pliegue. La
interpretacidon estandar es que cualquier cambio palpable o visible en el sitio de
la inyeccion que tenga un aumento diferencial de grosor de 4 mm en

comparacion con el pliegue caudal opuesto (Manual de la OIE., 2004).

Pruebas de laboratorio basadas en sangre

Ademas de la prueba de tuberculina, histopatologia y cultivo
microbiolégico, se dispone de varias pruebas diagndsticas sanguineas, pero
debido al costo y naturaleza mas compleja de las pruebas de laboratorio, se
usan como pruebas de apoyo para confirmar o negar los resultados de la
prueba intradérmica. IFN-y detecta a la inmunidad celular y el ensayo de

inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) detecta la inmunidad humoral.

Prueba de gamma Interferén

La prueba se basa en la liberacibn de gamma interferén por linfocitos
sensibilizados durante un periodo de incubacion de 16-18 horas con un
antigeno especifico (tuberculina PPD). Esta prueba compara la produccion de
gamma interferon tras la estimulacion de PPD bovino y PPD aviar. La
cuantificacion de interferon gamma se realiza por un ELISA “en sandwich” que

utiliza dos anticuerpos monoclonales contra el interferén gamma bovino.

La liberacién de linfocinas a partir de linfocitos T puede ser medida
directamente. Una de las linfocinas es el gamma- interferon (IFN-y) el cual

interviene en los mecanismos de defensa frente a la tuberculosis ya que es un
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activador del metabolismo de los macréfagos. Los niveles de IFN-y circulantes
en animales son practicamente nulos, sin embargo cuando se instaura una
respuesta de tipo celular especifica frente a un determinado antigeno, sus

niveles aumentan de manera importante.

Wood et al., 1990b describieron una prueba in vitro para el diagndéstico
de la tuberculosis bovina basado en la deteccion de IFN-y. Posteriormente se
produjeron y caracterizaron una serie de anticuerpos monoclonales frente al
IFN-y bovino (Wood et al., 1990a) y se desarrollo un ELISA para la deteccién
de IFN-y liberado después de la estimulaciébn in vitro con antigenos

tuberculinicos de los linfocitos sensibilizados (Rothel et al., 1990).

Al establecer las condiciones ideales para el cultivo de la sangre antes
del ELISA para detectar IFN-y, encontraron que era necesario recoger la
sangre en heparina (los demés anticoagulantes inhiben la reactividad de los
linfocitos), y que esta debe ser mantenida a temperatura ambiente hasta su
cultivo (Black et al., 2003).

En esta prueba la sangre debe ser mantenida a temperatura ambiente
hasta su cultivo. Este se realiza en las primeras 8 horas de recogida la
muestra. Se cultiva la sangre entera con PBS (control) PPD bovino y PPD
aviar durante un periodo de 16-24 horas a 37°% de temperatura. Posteriormente
se extrae el plasma y se somete a un ensayo ELISA de captura para IFN-y
bovino utilizando anticuerpos monoclonales contra esta citocina. La infeccion
se determina cuando el pocillo con PPD bovino estimula mas IFN-y que el
pocillo control y que el pocillo PPD aviar. En Australia se adoptd esta técnica
oficialmente en las etapas finales del programa de erradicacion, esta prueba al
conjuntarse con la IDTB mejora de manera importante su sensibilidad

alcanzando valores del 95% (Wood et al., 1991).

Andlisis inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Esta prueba se fundamenta en el uso de anticuerpos marcados con una

enzima (peroxidasa), de manera que los conjugados resultantes tengan
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actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los
componentes (antigeno o anticuerpo) sobre la placa, la reaccion antigeno
anticuerpo queda inmovilizada y por tanto, se revela mediante la adicién de un
sustrato, que al actuar sobre una enzima, produce un color que se observa a
simple vista o cuantificable mediante un colorimetro, todo este proceso se lleva
a cabo en una placa de polipropileno, la cual tiene adherido el antigeno o el

anticuerpo, segun lo que se vaya a determinar.

Con el fin de detectar animales anérgicos en los casos de enfermedad
avanzada, en los que existe la sospecha de animales falsos negativos a la
IDTB. Griffin et al, (1991) confirmaron la idea de que las pruebas para la
deteccion de anticuerpos son mas efectivas en el diagnéstico de aquellos
animales que se encuentran en fases proliferativas de la enfermedad (animales
gue suelen ser negativos a IDTB), aunque también se han encontrado animales
negativos a pruebas ELISA en animales a los que se les aplicaron dos pruebas
para medir la inmunidad celular (Wood et al., 1992). Otra de las limitaciones
gue provoca una baja sensibilidad del ELISA es la existencia de un intervalo
de tiempo entre la infeccion y la seroconversion, con lo que los animales en
estadios tempranos de la infeccién no son detectados (Placket et al., 1989,
Ritacco et al 1991).

Métodos de reconocimiento de acido nucleico

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha evaluado
ampliamente para la deteccion del complejo M. tuberculosis en muestras
clinicas de pacientes humanos (principalmente esputos) y recientemente se ha
utilizado para el diagndstico de tuberculosis en animales. Para la deteccion del
complejo M. tuberculosis en tejidos frescos y fijados se han evaluado varios
preparados disponibles comercialmente y diversos procedimientos “caseros”.
Se han utilizado varios cebadores, incluyendo los que amplifican secuencias
del ARNr 16S-23S, de las secuencias de insercidén 1S6110 e 1S1081, y de los
genes que codifican las proteinas especificas del complejo M. tuberculosis,
como la MPB70 y el antigeno b de 38 kDa. Se han analizado los productos

amplificados por hibridacién con sondas o por electroforesis en gel. Las
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preparaciones comerciales y los procedimientos caseros han demostrado
resultados variables y poco satisfactorios en comparaciones entre laboratorios
con tejidos frescos, congelados o conservados en acido bérico. La fiabilidad de
esta prueba se ha reducido por los resultados falsos positivos y negativos,
sobre todo en muestras con un numero bajo de bacilos. Se ha atribuido la
variabilidad de los resultados a un numero bajo de copias de la secuencia
amplificada junto al bajo nimero de bacilos. También se cree que es debida a
los métodos de descontaminacion, a los procedimientos de extraccion del DNA,
a las técnicas para eliminar a los inhibidores de la polimerasa, a controles
internos y externos, y a los procedimientos seguidos para evitar
contaminaciones cruzadas. Para mejorar la fiabilidad de la PCR como prueba
practica de deteccion del complejo M. tuberculosis, se necesita el desarrollo de
procedimientos sélidos y estandarizados ya que la PCR no se utiliza solo para
la deteccion directa en la muestra sino para la caracterizacion de la muestra o

la diferenciacion dentro del complejo TB (Noredhoek et al., 1996).

PCR, es la prueba de oro para el diagnostico de TB en fluidos corporales
(Lodha and Kabra., 2004); también, se ha utilizado esta técnica para detectar
las cepas de M. tuberculosis resistentes y para identificar el complejo M.
tuberculosis (Herrera-Leon et al., 2005).

La espoligotipificacion es un método basado en PCR capaz de analizar
los polimorfismos dependientes de las cepas en la region cromosomal de
repeticion corta directa, la cual consiste generalmente de repeticiones identicas
(Jou et al., 2005).

Prueba de flujo lateral

La prueba de flujo lateral (FL) es una prueba utilizada para detectar Ac’s
gue fue desarrollada por Chembio Diagnostic Sistems, Inc., Medford, NY, para
detectar anticuerpos de tres isotipos (IgM, IgG e IgA). La prueba emplea un
coctel de seis antigenos seleccionados de M. bovis que incluye MPB83, ESAT-
6 y CFP-10 listo para usar (Waters et al., 2006). El dispositivo consiste en un

cassette de plastico que contiene una membrana de nitrocelulosa en forma de
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tira impregnada con el antigeno y varias capas de fibra de vidrio y celulosa. La
prueba se realiza agregando 30ul de suero y tres gotas de diluyente en el
cojincillo, esto se realiza de manera secuencial. Ya diluido el suero este migra a
través de la membrana de latex en la que estan adheridos los antigenos y si
existen anticuerpos en la muestra de suero estos se unen a los antigenos
creando un inmunocomplejo que va a poder observarse en forma de linea de
color azul. Esto se debe a las fuerzas de capilaridad que provocan que este
complejo fluya a través de la membrana de nitrocelulosa y se una a los
antigenos inmovilizados, de esta manera se produce una banda de color azul
en el &rea de prueba del dispositivo. Si no existen anticuerpos la banda no se
desarrolla en el area de prueba. El liquido continla migrando a lo largo de la
membrana produciendo una linea similar en el area de control del dispositivo
independiente de la presencia de anticuerpos especificos en el suero de
prueba. Con esto se demuestra que los reactivos de la prueba estan
funcionando apropiadamente. Los resultados se leen en 20 minutos. Cualquier
linea visible en el area de prueba, junto con la linea de control es considerada
positiva a anticuerpos mientras que si no hay una banda visible en el area de
prueba ademas de la linea control que debe estar visible se considera negativo

el resultado (Wernery et al., 2007).

Esta prueba se ha realizado para detectar tuberculosis bovina en
elefantes (Lyashchenko et al., 2006), asi mismo se realiz6 una investigacion de
un brote de tuberculosis en dromedarios en el cual se muestrearon 57
dromedarios por medio de la prueba de tuberculina resultando reactores tres
animales posteriormente se les realizo la prueba de flujo lateral y los mismos
reactores resultaron positivos los dos que resultaron fuertemente reactores
fueron sacrificados y a la necropsia se observaron lesiones tipicas de
tuberculosis aun cuando estos animales no presentaban signos clinicos de la
enfermedad (Wernery et al., 2007). Asi mismo en otro estudio realizado en
bovinos en los cuales se utilizé Vet TB STAT-PAK test esta prueba detecto el
60% de bovinos infectados (15/25) de manera experimental a las siete
semanas de infectados con M. bovis, a las 18 semanas postinfeccién se

detectaron 96% (24/25), estos hallazgos demostraron el potencial de esta



prueba de nueva generacibn como una herramienta Gtil para la deteccion

temprana de ganado infectado con M. bovis (Waters et al., 2006)

MATERIALES Y METODOS

Lugar del estudio

La deteccién de ganado bovino sacrificado con lesiones sugestivas de
tuberculosis se llevé a cabo en el rastro del grupo QUADRUM ubicado en Rio
Suchiate 9650 col. Marrén C.P. 22400 Tijuana, B. C. México, el cual cuenta con
un meédico veterinario zootecnista, un inspector de SAGARPA y personal
encargado del proceso de sacrificio

Inspeccién post-mortem

La inspeccion postmortem se llevé a cabo en érganos, tejidos, y ganglios
linfaticos en las regiones de la cabezay térax. El proceso de inspeccion estuvo
a cargo del veterinario responsable de la SAGARPA.

Toma de muestras

Muestras de ganglios linfaticos, 6rganos y tejidos con lesiones
sugestivas de tuberculosis de aproximadamente 2.5 cms, fueron depositadas
en un recipiente con formol al 10% (80 ml aprox.) en una proporcién de 1:10,
para realizar estudios histopatologicos. Para la prueba de flujo lateral se
tomaron en tubos muestras de sangre de los mismos animales. Las muestras
fueron enviadas al Laboratorio de Tuberculosis y Brucelosis del Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autbnoma de Baja
California para llevar a cabo estudios bacteriolégicos.

Estudios bacteriolégicos

Las muestras se analizaron de acuerdo al método simplificado
recomendado por Jarnaguin y Payeur (1989), con las siguientes
modificaciones: se utiliz6 como medio de cultivo primario Lowenstein-Jensen
comercial en lugar de Herrold egg y para la identificacion el medio Lowenstein-
Jensen al 5% de NaCl en lugar de Middlebrook 7H10 al 5% de NaCl. El método
de identificacion se bas6 en el tiempo de aparicion de colonias, presencia o
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ausencia de pigmento con luz y sin luz, crecimiento en medio Proskauer y Beck
(P&B), formacion y tipo de cordon, produccion de niacina y tolerancia al cloruro
de sodio al 5%. Porciones de lesiones de 1cm2 fueron colocados en un
recipiente de plastico con 10 ml de caldo nutritivo Rojo Fenol al 0.04%, la
muestra fue licuada durante dos minutos. Aproximadamente, 7 ml de esta
suspensioén fueron depositados en un tubo de 50 ml estéril con tapon de rosca,
a la cual se le agregaron 5 ml de solucién 0.5 normal de hidréxido de sodio
(tratamiento). Las muestras se dejaron reaccionar durante 8 minutos con el
alcali. Después se neutralizé con una solucién al 6 N de HCI hasta que la
mezcla cambié a un color amarillo (18-20 gotas). El pH final se ajusté a 7,
mediante la adicion de 3 a 4 gotas de una solucion de 1 N de NaOH hasta
obtener un cambio de color a rosa pélido. Este procedimiento se repitié con
cada una de las muestras, las cuales se centrifugaron a 1650 x g. durante 20
minutos para permitir la concentracion de las micobacterias presentes. El 90%
del sobrenadante se descartd y con el resto se inoculé el medio de cultivo
Stonebrick. Todos los tubos fueron incubados a 37°C durante 8 semanas y
examinados a intervalos de una semana (Jarnaguin y Payeur, 1989). Una vez
detectada la colonia sospechosa en el medio de cultivo primario, esta se
confirm6 como bacilo &cido alcohol resistente por medio de la tincién de Ziehl
Neelsen (ZN). Una porcién de la colonia se tomé con un palillo estéril y se
inocul6 en un tubo de caldo Dubos Tween Albumina (DTA), el cual se incubd a
37°C durante 8 semanas. Los tubos fueron observados cada 7 dias para ver la
apariencia del crecimiento y pigmentacion (Jarnagin y Payeur, 1989).

Prueba de Flujo Lateral

Para la prueba de flujo lateral se utilizd el suero de la sangre que se
recolectd en tubos estériles de un total de 556 bovinos holstein lecheros que,
para obtener el suero se centrifugaron los tubos diez minutos a 2000 rpm. Para
realizacion de la prueba se utilizaron cassetes donados por Chembio
Diagnostic Sistems, Inc., Medford, NY. La prueba se realiz6 agregando 30 ul de
suero y tres gotas del diluyente en el cojincillo indicado, de manera secuencial.
Ya diluido el suero migré a través de la membrana de latex en la que estan
adheridos los antigenos, los anticuerpos de la muestra de suero se unieron a
los antigenos creando un inmuno complejo que pudo observarse en forma de
linea de color azul en las muestras que resultaron positivas. En las que
resultaron negativas solo se formo la linea azul en el area de control.



Analisis estadistico

Para determinar la bondad entre las pruebas de diagnéstico
(bacteriologia y Flujo lateral) se calcularon las tasas de sensibilidad y
especificidad mediante la tabla de contingencia de 2 X 2, utilizando el programa
Epi info 6 (CDC, Atlanta, USA).

RESULTADOS

De los 556 animales incluidos en el estudio, 217 dieron positivo a
histopatologia con tincién eosina Hematoxilina asi como a la presencia de
bacilos &cido resistentes utilizando la tincion de Ziehl Neelsen. De los 217
positivos a microscopia el 40% (85) fueron positivos a cultivo bacteriolégico
mientras que el 60% (132) fueron negativos. La prueba de flujo lateral detectd
98 animales positivos y 119 negativos. Las pruebas Unicamente concordaron
en el diagnostico positivo de 37 animales, dando una sensibilidad del 43% y
una especificidad de 53.8%.

Cuadro 1. Determinacién de la sensibilidad y especificidad entre las pruebas de
diagnéstico Bacteriolégico y Flujo lateral
Bacteriologia

Positivo Negativo Total

Flujo Positivo 37 61 98
lateral Negativo 48 71 119
Total 85 132 217

Sensibilidad = 43%; Especificidad = 53.8%

DISCUSION

En este estudio se realiz6 una evaluacion entre la prueba de flujo lateral
y la prueba de bacteriologia (prueba de oro) para determinar la sensibilidad y
especificidad. La prueba de flujo lateral puede convertirse en una herramienta
atil para su aplicacion en campo ya que es una prueba simple, rapida y
econdmica. Esta prueba detecta anticuerpos especificos de tres clases
principales IgM, IgG e IgA (Lyashchenko et al., 2008). En nuestro estudio la
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sensibilidad y especificidad fue del 43% y 53.8% respectivamente. Estos
resultados coinciden proporcionalmente con respecto a la sensibilidad pero no
en la especificidad reportada por Greenwald et al., 2003 donde aplicaron esta
prueba a 178 tejones de los cuales 78 fueron positivos a tuberculosis y 100
negativos, donde se obtuvo una sensibilidad de 52.6% y una especificidad de
95%. En otro estudio donde se evalud esta prueba en diferentes especies de
animales infectados de manera natural (n=1532) donde se obtuvo una
sensibilidad de 50.7% y una especificidad 93.1% en tejones; en zarigleyas
(n=129) se present6 una sensibilidad 44.7 y una especificidad 85.7; y en
jabalies (n=177) tuvieron una sensibilidad 76.6% y una especificidad 89.8%
(Lyaschenko et al., 2008). Cuando se utiliz6 esta prueba en ganado bovino
infectado de manera experimental, el comportamiento de la sensibilidad se
incrementé a un 96% (Waters et al.,, 2006). Resultados similares obtuvieron
Lyaschenko et al., 2008, quienes observaron que al aplicar la prueba de flujo
lateral en ciervos que fueron infectados experimentalmente, la sensibilidad fue
del 75.0% y la especificidad de 98.9%.

Como se puede observar en los trabajos antes reportados, el bajo
comportamiento de la sensibilidad es proporcionalmente muy similar cuando se
utiliza esta prueba en animales que son infectados de manera natural. Sin
embargo, cuando se utiliza en para el diagnéstico en animales que son
infectados de manera experimental la sensibilidad y especificidad incrementan
sustancialmente. El resultado de numerosos esfuerzos para desarrollar una
prueba serodiagnostica sensible y especifica para el diagnéstico de
tuberculosis bovina en campo no ha sido satisfactoria, como se muestra en
este trabajo. El progreso de este tipo de pruebas serodiagndsticas requiere de
tener un entendimiento detallado de los mecanismos inmunohumorales
inducidos por la infeccién con M. bovis en ganado bovino e identificacion de los
antigenos involucrados en las respuestas de los anticuerpos durante la

tuberculosis bovina (Lyashchenko et al., 1998).
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