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RESUMEN

Para evaluar la situacion de la Tuberculosis caprina en 2 establos de la
Comarca Lagunera se realizé un diagnostico con ppd (derivado proteico purificado)
bovino, por medio de la prueba anocaudal con tuberculina utilizandose 50 cabras de
la raza Alpina y Sanen, elegidas al azar, en el primer establo se seleccionaron 10
cabras para establecer adecuadamente el procedimiento de la prueba y las 40
restantes en otro establo. Se midi6 el pliegue anocaudal antes de la aplicacién de la
tuberculina y se realizaron tres lecturas, 24, 48 y 72 horas posteriores a la aplicacion.
Los resultados obtenidos en las primeras 10 cabras que representan el 20%, no
revelaron reaccidn al ppd bovino utilizado. Sin embargo, en el otro grupo de 40
cabras se encontraron cambios, algunos significativos, 2 de las cabras (4%) tuvieron
una evidente reaccibn a la prueba anocaudal, pero al realizarles la prueba
comparativa, no reaccionaron de la misma manera al ppd; no estableciendo
claramente si hay una infeccion en establos. Se requiere otra metodologia para
establecer un diagnéstico preciso de la enfermedad, métodos que no estuvieron al
alcance del presente trabajo.



JUSTIFICACION

La practica y manipulacion de las cabras hoy en dia es una labor que esta
tomando mucha importancia en la ganaderia mexicana, es justificable desde el punto
de vista econdmico, de produccién y de la salud tanto humana como de los mismos
animales, ya que la Tuberculosis al ser diagnosticada a tiempo se pueden evitar
muchos problemas de salud publica y ademas salvar una gran cantidad de animales
al evitar la posible infeccion de animales sanos que conviven con los ya infectados.

La informacion acerca de la Tuberculosis caprina a nivel mundial y en
particular en nuestro pais es bastante escasa, ya que tanto la informacién existente y
la investigacion realizada hasta hoy en dia estd centrada principalmente para
animales de elevada produccion de leche como son los bovinos, pudiendo llegar a
ser esta una alternativa de buenos ingresos para el mediano y pequeiio capricultor.

El conocer el estado que guarda la tuberculosis caprina, da una perspectiva en
dos sentidos: por un lado se obtendria mas informacién acerca de la enfermedad en
las cabras y por otro, el reconocer animales reactores positivos, representa una
alternativa para los capricultores para evitar pérdidas y obtener mas ganancias
mediante una mejor produccion.

OBJETIVOS

1.- Identificar cabras que reaccionen al ppd bovino.
2.- Establecer si la fuente de infeccion de M. bovis en las cabras proviene de bovinos
infectados.

META

Establecer la prueba anocaudal para el diagnostico de la Tuberculosis en cabras



INTRODUCCION

La tuberculosis (Th) es una enfermedad infecto-transmisible que causa
significantes pérdidas econdémicas en el ganado de la mayoria de los paises del
mundo. Mycobacterium bovis (M. bovis), el agente causante de la tuberculosis bovina
puede también causar enfermedad en una gran variedad de animales domésticos y
salvajes incluyendo al hombre (Aranaz A. y col., 1996).

La pasteurizacion de la leche ha disminuido la incidencia de Tb humana
causada por M. bovis en los paises desarrollados; sin embargo, la tuberculosis para
esta especie permanece como una importante enfermedad veterinaria asi como un
problema de salud publica en algunas partes del mundo. M. bovis es el responsable
de aproximadamente 7,000 casos de Tb humana cada afio en Latino América (Milién
F. y col., 2000).

El género Mycobacterium es el (inico género de la familia Mycobacteriaceae y
en el seno de este género, la especie Mycobacterium africanum, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium microtti y Mycobacterium tuberculosis son los responsables de
la tuberculosis (Euzeby J., 2002).

Las mycobacterias son unos bacilos derechos o ligeramente céncavos, de 0.2
a 0.6 ym de diametro sobre 1.0 — 10.0 um de longitud, presentando a veces
ramificaciones. Su pared posee una estructura muy compleja (Euzeby J., 2002). Se
caracterizan por una pared original y muy rica en lipidos y esta constitucién explica,
por lo menos parcialmente, las propiedades tintéreas, la patogenicidad y Ia
resistencia a diversos antibiéticos (Goldsmid J., 1994).

Debido a sus caracteristicas de crecimiento las especies del género
Mycobacterium estan divididas en mycobacterias de crecimiento lento, forman
colonias después de 7 dias de cultivo y son incapaces de crecer en medios
bacteriolégicos estandares y las mycobacterias de crecimiento rapido, que forman
colonias en menos de 7 dias y son aptas para desarrollarse sobre gelosa nutritiva o
peptona (Euzeby J., 2002).



La infeccibn de M. bovis en animales normalmente es una enfermedad
progresivamente lenta en la cual los signos clinicos no son aparentes hasta mas
tarde en el proceso de la enfermedad (Costello E. y col., 1999).

Los humanos son un reservorio del organismo, pero la infecciéon de humano a
humano sélo ocurre raramente, la comida contaminada sobre todo la leche, o el
contacto directo con animales es considerada la forma primaria de las causas de
infeccion con M. bovis en humanos (Kubica T. y col. 2003).

Por otro lado aunque el manejo mixto de ganado y cabras no es una practica
comun, el contacto intimo de estas especies a veces hace que se presente la Tb. Por
esto se consideran una fuente de infeccion para los humanos e implican un riesgo de
zoonosis existe qué podria impactar en las practicas de manejo tradicional de la
cabra (Gutiérrez M. y col. 1997).

En estudios realizados en cabras y que se han encontrado infectadas de
Tuberculosis se piensa que la posible causa de transmision a estos animales puede
ser la ingestion de sobrantes de alimentos de ganado bovino contaminados con M.
bovis o por la dispersion de aerosoles que ocurre durante el contacto directo entre
las especies (Serraino A. y col., 1999, Phillips C. y col. 2003).

Mycobacterium bovis subsp. caprae es un miembro del complejo
Mycobacterium tuberculosis (Erfer W. y col., 2004). Asi cepas de este tipo han sido
aisladas en Espana, de nodulos linfaticos y de pulmones de cabras infectadas de
tuberculosis. También esta subespecie ha sido identificada en Alemania y Francia
(Euzeby J., 2002).

La infeccién de M. bovis en el ganado caprino estd extendida, y solo se
adoptan medidas de control minimas para prevenir al humano y las poblaciones
bovinas (Gutiérrez M. y col. 1997).



En la infeccién de animales de granja la Tb es normalmente diagnosticada por
la prueba anocaudal con tuberculina intradérmica o mediante un examen postmortem
(Gutiérrez y col. 1997).

Existen varias técnicas de laboratorio para la identificacién de M. bovis como
son pruebas de DNA, RFLP (polimorfismo en la longitud del fragmento de
restricciéon), PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) y DR (repeticién directa)
(Cousins Debby y col. 1998).

Usando varios métodos de tipificacion molecular para la identificacion de M.
bovis en cabras, en Espafia se concluye que las cepas que causan la tuberculosis en
el ganado bovino y los rebafos caprinos no son las mismas e indican que los
reservorios para la tuberculosis bovina y caprina son diferentes (Gutiérrez M. y col.
1997). La aplicacion de todas estas técnicas para definir estudios seguros y
confiables puede ayudar a aclarar mas aspectos exactos de la epidemiologia de la
Tuberculosis bovina y caprina en diferentes paises (Skuce R. y col. 1996). Ademas
también nos hace ver que las infecciones de M. bovis subsp. caprae no son una
parte insignificante de la tuberculosis humana contraida de animales debido a la
presencia continua del patégeno (Wolfgang M. y col. 2002).

La vacunacion exitosa contra la tuberculosis en animales domésticos o de
fauna podria contribuir a la erradicacion de la tuberculosis (Griffin J., 2000). El
refinamiento de los modelos animales existentes es esencial para el avance en la
investigacion de la vacuna para la tuberculosis de relevancia para los humanos y
animales (Griffin J., 2000). Asi también estudios moleculares de tuberculosis y el
desarrollo de nuevas vacunas es indispensable para la erradicacion de la
tuberculosis caprina (Gutiérrez M. y col. 1997).



REVISION DE LITERATURA

La Tuberculosis (Tb) bovina causada por Mycobacterium bovis (M. bovis) es
una importante enfermedad en veterinaria que también afecta a los humanos. La
pasteurizacion de la leche ha disminuido la incidencia de Tb humana causada por M.
bovis en las ciudades desarrolladas; sin embargo, la Tb para esta especie
permanece como una importante enfermedad asi como un problema de salud publica
en algunas partes del mundo. M. bovis es culpado de aproximadamente 7,000 casos
de Tb humana cada afio en Latino América (Milidn F. y col., 2000).

La tuberculosis es una enfermedad infecto-transmisible que causa
significantes pérdidas econémicas en el ganado. M. bovis, el agente causante de la
tuberculosis bovina puede también causar enfermedad en una gran variedad de
animales domésticos y salvajes (Aranaz A. y col., 1996).

La infeccidbn con M. bovis es reconocida mundialmente como el principal
agente responsable de Tb en el ganado. Sin embargo, un huésped muy importante
en esta infeccion es también el humano, en general una amplia gama de especies
animales pueden actuar como huéspedes para M. bovis (Gutiérrez M. y col. 1997).
Es por esto que la Tb bovina continlia presentando un serio problema en algunos
paises del mundo con indices de prevalencia en rebafios de hasta 8.2 % (Kubica T. y
col. 2003).

Los humanos son un reservorio del organismo, pero la infeccién de humano a
humano sélo ocurre raramente, la comida contaminada sobre todo la leche, o el
contacto directo con animales es considerada la forma primaria de las causas de
infeccion con M. bovis en humanos (Kubica T. y col. 2003). Ademas, el aislamiento
del tipo de cepas bovinas en poblaciones humanas indican que el ganado bovino
infectado también constituye uno de los riesgos principales de la transmision de M.
bovis a los humanos, esto puede ser porque la Tb bovina estd mas extendida o
porque las cepas de bovino son mas adaptables en los humanos (Kubica T. y col.
2003).



La importancia de M. bovis para la Tb humana ha disminuido dramaticamente
después de la introduccion de medidas de control eficaces alrededor de la mitad del
ultimo siglo en muchos paises desarrollados (Kubica T. y col., 2003).

Por otro lado las cabras también se consideran una fuente de infeccidon para
los humanos e implican un riesgo de zoonosis existe qué podria impactar en las
practicas de manejo tradicional de la cabra. Aunque se han demostrado proporciones
bajas de Tb en las ovejas, se ha encontrando que el genotipc M. bovis es idéntico al
de las cabras y que la oveja no se excluye como una posible fuente de infeccion
(Gutiérrez M. y col. 1997).

La Tuberculosis causada por M. bovis en el ganado doméstico y la fauna es
un significante problema en muchos paises del mundo (Griffin J. 2000). La infeccién
de M. bovis en animales normalmente es una enfermedad progresivamente lenta en
la cual los signos clinicos no son aparentes hasta mas tarde en el proceso de la
enfermedad (Cosfello E. y col., 1999).

En estudios realizados en cabras y que se han encontrado infectadas de
Tuberculosis se piensa que la posible causa de transmisiéon a estos animales puede
ser la ingestion de sobrantes de alimentos de ganado bovino contaminados con M.
bovis o por la dispersion de aerosoles que ocurre durante el contacto directo entre
las especies (Serraino A. y col., 1999, Phillips C. y col. 2003). Los animales pueden
también excretar el patdgeno en heces, orina, leche, saliva y descargas nasales y
bucales (Richard S. y col., 2001).

Como en el bovino, las lesiones por tuberculosis en cabras usualmente son
encontradas en los pulmones y nldulos linfaticos regionales, pero formas
generalizadas también pueden ocurrir (Gutiérrez M. y Garcia Marin, 1999).

Durante el curso de la infeccién con Tuberculosis en cabras se presentan

principalmente signos como pérdida de peso y desordenes respiratorios (Gutiérrez
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M. y Garcia Marin, 1999). En un examen postmorten las lesiones se pueden
encontrar en pulmones y nédulos linfaticos mediastinicos y bronquiales, los pulmones
se encuentran agrandados de tamaiio, con tubérculos y con contenido caseoso, los
nédulos linfaticos alcanzan un diametro de 0.5 - 2 cm. microscépicamente se puede
observar que el parénquima pulmonar es sustituido por tejido difuso y ademés se
encuentran frecuentemente macrofagos multinucleados en la septa alveolar
(Gutiérrez M. y Garcia Marin, 1999).

1.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS MYCOBACTERIAS

El género Mycobacterium es el inico género de la familia Mycobacteriaceae y
en el seno de este género, la especie Mycobacterium africanum, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium microtti y Mycobacterium tuberculosis son los responsables de
la tuberculosis (Euzeby J., 2002).

Estos micro-organismos pueden ser diferenciados por medio de sus
caracteristicas fenotipicas (Aranaz A. y col, 1999). El complejo Mycobacterium
tuberculosis consiste en un grupo altamente relacionados de bacilos acido-alcohol-
resistente los cuales son patdégenos humanos y animales (Aranaz A. y col., 1999).
Las mycobacterias son unos bacilos derechos o ligeramente concavos, de 0.2 a
0.6uym de diametro sobre 1.0 — 10.0 ym de longitud, presentando a veces
ramificaciones (Euzeby J., 2002).

La Identificacion del complejo Mycobacterium tuberculosis ha sido basada
tradicionalmente en las caracteristicas de crecimiento (produccién de pigmento,
morfologia de la colonia, indice de crecimiento) y pruebas bioquimicas (Aranaz A. y
col. 1999, Llamazares G. y col. 1999).



Otras pruebas comuinmente usadas para la especificacion dentro del
complejo son acumulacion de niacina, actividad de la nitratasa, susceptibilidad a la
pyrazinamida y susceptibilidad a acidos hidroxi-carboxilicos (Espinosa de los M. y
col., 1998).

La mayor diferencia para la identificacion entre los genotipos bovino y caprino
son su reservorio natural y la diferencia en su susceptibilidad a la pyrazinamida
(PZA), como consecuencia se propuso la diferenciacion de 2 subtipos de M. bovis:
M. bovis subtipo bovis, el cual es resistente a la PZA y su reservorio natural es el
bovino, y M. bovis subtipo caprae el cual es sensitivo a la PZA y su reservorio natural
son la oveja y la cabra (Niemann S. y col., 2000 ).

1.1.- CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y DE CRECIEMIENTO DE LAS
MYCOBACTERIAS

La pared de las Mycobacterias poseen una estructura mas compleja que la
pared de las bacterias Gram-positivas y, sobre un frotis coloreado por la técnica de
Gram, las mycobacterias aparecen a menudo como coloreadas, bajo la forma de
"fantasmas" lo que las hace cualificar a veces de "Gram Neutro” ( Euzeby J., 2002 ).

Se caracterizan por una pared original y muy rica en lipidos (60 % de los
constituyentes) y esta constitucion explica, por lo menos parcialmente, las
propiedades tintéreas, la patogenicidad y la resistencia a diversos antibibticos
(Goldsmid J., 1994).

La pared estd constituida por 3 capas. La mas interna, cualificada de
esqueleto parietal, esta formada por un peptidoglicano sobre el cual es fijado un
polimero de arabino-galactano formado por la alternacion de moléculas de arabinosa
y de galactosa que se atan por enlaces esters a unos acidos micolicos situados en la
capa intermedia (Euzeby J., 2002). La capa externa de la pared, esta formada por
una matriz de fosfolipidos simples (Euzeby J., 2002).



Debido a sus caracteristicas de crecimiento las especies del género
Mycobacterium estan divididas en 2 grupos:

Las mycobacterias de crecimiento lento, forman colonias sélo después de 7
dias de cultivo y son incapaces de crecer en medios bacteriolégicos estandares. Las
mycobacterias de crecimiento rapido, forman colonias en menos de 7 dias y son
aptas para desarrollarse sobre gelosa nutritiva o peptona (Euzeby J., 2002).

De acuerdo a sus caracteristicas de crecimiento las mycobacterias del genero
bovis son de crecimiento muy lento y la temperatura 6ptima para su desarrolio es de
37°C (Kimura T. 2003).

2.- METODOS DE IDENTIFICACION DE M. BOVIS

En afios recientes, hay una variedad de estudios enfocados en la relacidén
molecular de cepas de Mycobacterium tuberculosis, sin embargo, estudios
epidemiologicos de M. bovis en humanos asociados con Tb es aln rara (Kubica T. y
col. 2003).

En la infeccidon de animales de granja la Tb es normalmente diagnosticada por
la prueba anocaudal con tuberculina intradérmica o mediante un examen postmortem
(Gutiérrez y col. 1997).

Existen varias técnicas para la identificacion de M. bovis como son pruebas de
DNA, RFLP (polimorfismo en la longitud del fragmento de restriccién), PCR (reaccion
en cadena de la polimeraza) y DR (repeticién directa) (Cousins Debby y col. 1998).

El uso del método PCR y métodos de RFLP basada en la secuencia (S6110,
puede ser tomado como un método muy util para estudios epidemiolégicos de la
tuberculosis caprina (Haddad N. y col. 2001, Van der Zanden A. y col. 2002.).
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La ventaja de PCR sobre RFLP es que es simple y rapida y requiere sélo una
cantidad pequefia de ADN (Gutiérrez M. y col. 1997). Los resultados son
consistentes con diferentes cepas de M. bovis que son implicadas en la tuberculosis
bovina y caprina (Niemann S. y col. 2000). Las cepas pueden ser aisladas de los
nédulos linfaticos y pulmones de cabras tuberculosas (Aranaz A. y col., 1999).

El método de PCR permite el mismo nivel de discriminacién entre las cepas
caprinas como lo hace RFLP hibridaciéon con 1S6110, pero el factor de que menos
bandas son detectadas restringe la comparacion de resultados entre los laboratorios
donde el método de tipificacibn RFLP estandarizado es comunmente usado
(Gutiérrez M. y col. 1997).

El método de Spoligotyping (tipificacién de espacios de oligonucleotidos),
RFLP 1S6110 es considerado un importante indicador de identificacion de cepasy es
lo suficientemente estable para ser usado en estudios epidemiolégicos de
aislamientos e identificacion de M. bovis (Skuce R. y col. 1996, Njanpop-Lafourcade
Berthe y col. 2001). Sin embargo la Spoligotyping es un método que tiene ventajas
para la rapida tipificacibn de M. bovis, pero necesita tener un poco mas de
sensibilidad en la misma (Cousins Debby 1998).

Usando varios métodos de tipificacion molecular para la identificacion de M.
bovis en cabras, en Espafia se concluye que las cepas que causan la tuberculosis en
el ganado bovino y los rebafos caprinos no son las mismas (Gutiérrez M. y col.
1997). Estos resultados indican que los reservorios para la tuberculosis bovina y
caprina son diferentes (Gutiérrez M. y col. 1997). Los resultados hacen, sin embargo,
la necesidad de la reevaluacion de la evidencia de la transmisién de M. bovis entre el
ganado y las cabras (Gutiérrez M. y col. 1997).

En conclusidn la aplicacidon de todas estas técnicas para definir estudios
seguros y confiables puede ayudar a aclarar mas aspectos exactos de la
epidemiologia de la Tuberculosis bovina y caprina en diferentes paises (Skuce R. y

col. 1996).
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3.- CARACTERISTICAS ESPECIFICAS PARA LA IDENTIFICACION DE M. BOVIS
SUBSP. CAPRAE.

Mycobacterium bovis subsp. caprae es un miembro del complejo
Mycobacterium. tuberculosis, el cual también incluye M. tuberculosis, M. africanum,
M. bovis, M. bovis BCG, M. microti, y M. canettii (Erler W. y col., 2004).

Las cepas de Mycobacterium bovis subsp. caprae poseen secuencias
especificas de ADN de los bacilos de la tuberculosis (IS6110, 1S1081 y MPB70)
(Euzeby J., 2002). La cepa de M. bovis subsp. caprae se caracteriza porque es
sensible a isoniazide (0,2 yg/mL), a la rifampicina (1 pg/mL), al etambutol (6 pug/mL),
a la estreptomicina (2 pg/mL), a P-aminosalicilato (2ug/mL), a la ofloxacina (2,5
p/mL), a la ciclosérina (30 yg/mL) y a pyrazinamida (50 pg/mL) (Euzeby J., 2002).

Aunque I1S67170 esta presente en la mayoria de las cepas del complejo M.
tuberculosis, el nimero de copias de este elemento parece la diferencia entre ellas.
M. bovis, incluyendo M. bovis BCG, que normalmente se encuentra con solo una
copia de 1S6110, en la mayoria de los casos es la misma situacién que limita su
utilidad como un marcador genético (Gutiérrez y col. 1997).

Por ofro lado aunque el manejo mixto de ganado y cabras no es una practica
comun, el contacto intimo de estas especies a veces hace que se presente la Tb
(Gutiérrez M. y col. 1997). Mycobacterium bovis subsp. caprae juega un papel muy
importante en la epidemiologia de la tuberculosis humana y animal. (Aranaz A. y col.,
1999).

La bioquimica, la genética y las diferencias epidemiolégicas encontradas
entre los miembros clasicos del complejo M. Tuberculosis y las mycobacterias
aisladas de rebafios de cabras sugieren que los aislados caprinos pueden ser
considerados como pertenecientes a un nuevo miembro del complejo M.

tuberculosis, estas cepas pueden ser clasificadas como un nuevo taxén en el
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mismo complejo, en lugar de un grupo subalterno de M. bovis, y de ahi se propone
el nombre Mycobacterium tuberculosis subsp caprae para estas cepas (Aranaz A.y
col., 1999).

La tuberculosis en cabras esta extendida en paises mediterraneos y a menudo
es una enfermedad muy severa (Gutiérrez M. y col., 1997).

Cepas de Mycobacterium bovis subsp. caprae han sido aisladas en Espafia,
de nédulos linfaticos y de pulmones de cabras infectadas de tuberculosis. Mas tarde
esta subespecie fue identificada en Alemania y posteriormente en Francia (Euzeby
J., 2002). Asi, también cepas de Mycobacterium bovis subsp. caprae han sido
aislados de carne de cerdo, de carneros y de bovinos. Varias cepas de esta
subespecie han sido aisladas también del hombre, estas cepas humanas aisladas en
Espafia provenian de un empleado de un rastro, de un veterinario que tenia contacto
con las cabras y un habitante que vivia en una regién donde la ganaderia caprina
esta muy desarrollada (Euzeby J., 2002). Estos datos dejan suponer la posibilidad
de una transmision al hombre a partir de los animales, particularmente pequenos
rumiantes (Euzeby J., 2002).

La presencia de M. bovis subsp. caprae en esos paises fue confirmada por el
método de PCR alelo-especifico detectando polimorfismos de ADN descritos para el
gen del pncA y el gen del oxyR (Prodinger M. y col., 2002). Los resultados del PCR
alelo-especifico para pncA y oxyR corrobor6 la presencia de M. bovis subsp. caprae
para todos los aislados presentes en la posicion 169 pncA, y la transicion G/A fue
encontrada en oxyR en la posicidén 295 (Prodinger M. y col., 2002).

En 1999, el estudio de 119 cepas aisladas de cabras, una cepa aislada de un

carnero y una cepa aislada de la carne de un cerdo permiti6 a Aranaz descubrir a
Mycobacterium tuberculosis subsp. caprae (Euzeby J., 2002).
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En un articulo publicado el 11 de marzo del 2001, Niemann y col. mostraron
que las caracteristicas de cultivo, bioguimicos y genéticos de Mycobacterium
tuberculosis subsp. caprae son caracteristicas mas préximas de Mycobacterium
bovis que caracteristicas de Mycobacterium ftuberculosis (Euzeby J., 2002). En
relevancia a estos datos, los bacteriblogos adoptan la nomenclatura de
Mycobacterium bovis subsp. caprae pudiendo asi designar a Mycobacterium
tuberculosis subsp. tuberculosis bajo la nomenclatura de Mycobacterium tuberculosis
(Euzeby J., 2002).

La infeccidn de M. bovis en el ganado caprino esta extendida, y solo se
adoptan medidas de control minimas para prevenir al humano y las poblaciones
bovinas (Gutiérrez M. y col. 1997).

Asi se concluye que las infecciones de M. bovis subsp. caprae no son una
parte insignificante de la tuberculosis humana contraida de animales debido a la
presencia continua del patégeno (Wolfgang M. y col. 2002). La vacunacion exitosa
confra la tuberculosis en animales domeésticos o de fauna podria contribuir a la
erradicacién de la tuberculosis (Griffin J., 2000).

El refinamiento de los modelos animales existentes es esencial para el avance
en la investigacion de la vacuna para la tuberculosis de relevancia para los humanos
y animales (Griffin J., 2000). Asi también estudios moleculares de tuberculosis y el
desarrollo de nuevas vacunas es indispensable para la erradicacién de la
tuberculosis caprina (Gutiérrez M. y col. 1997).
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4.- INMUNOPATOLOGIA DE LA PRUEBA ANOCAUDAL CON TUBERCULINA

Mycobacterium es un patdgeno intracelular facultativo el cual reside y
sobrevive dentro del fagolisosoma de los macrofagos alveolares (Vercellone A. y
col., 1998).

La multiplicacion de Mycobacterium dentro la célula es el paso mas importante
para la patogénesis de la enfermedad. En el huésped, la primera interaccion entre M.
tuberculosis y los macrofagos alveolares es la llegada del Mycobacterium a la
superficie celular seguida por su internalizaciéon. A nivel molecular, esta interaccion
es mediada por moléculas las cuales son expuestas a la superficie de ambos, del
desarrollo Mycobacterial y de la membrana celular del huésped (Vercellone A. y col,,
1998).

La fagocitosis de los patdgenos por los macrofagos inician la respuesta
inmune innata, la cual continGa con la respuesta adaptativa. En orden para la
discriminacion entre agentes infecciosos e internos los macréfagos desprenden un
numero limitado de receptores fagociticos como el receptor manosa, que reconoce
la estructura en los patégenos. Los patdgenos son también fagocitados por
receptores de complemento después de la opsonizacibn no especifica con
receptores Fc y receptores de complemento después de la opsonizacién especifica
con los anticuerpos. Estos receptores inducen modificacion en la actina del
citoesqueleto que conduce a la en la internalizacién de la particula. Esto incluye
diferencias en los elementos del citoesqueleto que regulan la ingestion, las
diferencias en la maduracién de la vacuola y la diferencia en la respuesta
inflamatoria. Los agentes infecciosos, tales como M. tuberculosis, Legionella
pneumophila y Salmonella typhimurium, entran a los macréfagos transportados via
heterogénea y modifican la maduracion vacuolar en una manera que favorece su
supervivencia. Los macréfagos también juegan un papel muy importante en el
reconocimiento de células apoptocicas; una notable caracteristica de este proceso es

la ausencia de una respuesta inflamatoria (Aderem A. y col., 1999).
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El diagnostico para M. bovis consiste en una prueba de tuberculina
intradérmica, la cual se basa en la medida de la respuesta celular inmune, puede ser
realizada por la inoculacién de ppd bovino en el pliegue caudal de la base de la cola
0 una prueba comparativa en el cuello con ppd bovino y ppd aviar, ambas se
inoculan en el sitio mencionado con una jeringa insulinica (Llamazares G. y col.
1999).

5.- PRUEBA DE TUBERCULINA DESCRITA POR GONZALEZ (1999)

La tuberculina usada para la prueba intradérmica es un derivado proteico
purificado (PPD) preparado de un cultivo de cepas de M. bovis en un laboratorio.

Esta prueba, basada en una herramienta de respuesta celular inmune, puede
ser utilizada para inoculacion en el pliegue anocaudal o en la tabla del cuello con una
jeringa insulinica (inoculacién solamente con tuberculina bovina) o también se puede
utilizar para una prueba comparativa (inoculacion con tuberculina bovina vy
tuberculina aviar) en la tabla del cuello o en el pliegue anocaudal.

La prueba consiste en medir el sitio de aplicacién e inocular intradérmicamente
0.1 mi de ppd bovino. Cuando se realiza la prueba comparativa, en el mismo animal
se inoculan 0.1 ml de ppd aviar a 2 cm de distancia del sitio de inoculacién del ppd
bovino. El sitio de inoculacién se examina aproximadamente 72 + 6 horas después, y
la principal evidencia de una infeccidn es el edema o una reaccién de endurecimiento
en el sitio de inoculacion, se considera positivo a M. bovis cuando el incremento
rebasa los 4 mm mas a la medida que se tomo antes de la inoculacién y cuando solo
hay un incremento entre 2-4 mm se considera como reaccién sospechosa. En el otro
sitio una reaccion aviar es considerada positivo si la medida de la piel a las 72 hrs
posteriores a la inoculacion rebasa los 3 mm (L/amazares G. y col. 1999).
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6.- REACCION DE HIPERSENSIBLIDAD RETARDADA

La reaccién de hipersensibilidad retardada (RHR) juega un papel importante
contra agentes patégenos intracelulares. Existe una reaccidén de hipersensibilidad
cuando se desarrolla una respuesta inmune dirigida contra elementos que no
debieran ser considerados como extrafios, 0 hacia elementos patdégenos, pero de
una forma inadecuada. aunque las RHR se descubrieron hace mas de 100 afios, sus
mecanismos han sido objeto de debate durante este tiempo. Esta reaccion fue
descubierta por Robert Koch, en 1882 pero no fue hasta los afios 40 cuando
Lansteiner y Chase demostraron que era mediada por células y no por los
mecanismos humorales del sistema inmune (Abbas Abal K., 2002).

La prueba cutanea de RHR se utiliza para determinar si existe una exposicion
previa a los antigenos. Cuando se inyectan dérmicamente pequefias cantidades de
un antigeno se produce una respuesta caracteristica que incluye induracién, edema
e infiltracibn monocitica en la zona en 24 a 72 horas. Las RHR, son las reacciones
tardias mediadas por células. Las denominadas reacciones de hipersensibilidad
retardada se denominan asi porque se manifiestan por una respuesta inmune
caracteristica a las 24-48 hs. después del contacto con el antigeno en organismos
previamente sensibilizados. Estas reacciones son desencadenadas por linfocitos T
CD4+ y en ocasiones linfocitos T CD8+. Ambos tipos celulares secretan citoquinas
que activan a los macréfagos, células efectoras finales de la reaccién de HSR. Las
RHR constituyen reacciones inflamatorias debidas al reclutamiento y activaciéon de
macrofagos por el efecto de las citocinas liberadas por linfocitos Tceps+ al reconocer al
antigeno en asociacion con las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il en la membrana de las células presentadoras
del antigeno (APC). En esta reaccién, también denominada hipersensibilidad de tipo
IV segun la clasificacion de Gell y Coombs, no intervienen los anticuerpos, a
diferencia de lo que ocurre con las otras formas de mecanismos inmunes de lesiones
inflamatorias (Abbas Abal K., 2002).
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6.1.- BASES CELULARES DE LA RHR

La reaccion de HSR, como toda reaccion de hipersensibilidad, implica dos
etapas: una primera etapa de sensibilizaciéon en la que el sistema inmune reacciona
por primera vez frente a un antigeno (Ag), y posteriores etapas de
desencadenamiento tras la reexposicion al Ag.

En la etapa de sensibilizaciéon, el Ag es presentado a los linfocitos T virgenes
lo que produce la activacién, expansion y diferenciacion de los linfocitos Ag-
especificos en células efectoras y de memoria.

La etapa de desencadenamiento de la HSR ocurre cuando el mismo Ag se
presenta a una poblacién expandida de linfocitos T memoria y se desarrolla en tres
fases sucesivas: reconocimiento, activacion y fase efectora (Abbas A. y col., 2004).

Fase de Reconocimiento

En esta etapa el antigeno se presenta a una poblacién expandida de linfocitos
T memoria presentes en la circulacion sanguinea, a diferencia de la etapa de
sensibilizacion que ocurre a nivel de los ganglios linfaticos locales.

La presencia del antigeno en el tejido desencadena, inicialmente, una
respuesta inflamatoria de caracter innato con secrecién de citoquinas por parte de los
macrofagos y células endoteliales que conduce al reclutamiento de leucocitos en el
sitio de exposiciéon antigénica. La migracién de los linfocitos hacia el lugar de ingreso
del antigeno es controlada principalmente por las moléculas de adhesion (selectinas,
integrinas). Esto resulta en el reclutamiento de linfocitos T circulantes en la zona de
inflamacion (Abbas A. y col., 2004).
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Fase de activacion linfocitaria

Una vez que los linfocitos T efectores migran al sitio de provocacioén antigénica
y reconocen al antigeno para el cual son especificos, se activan para cumplir sus
funciones efectoras. En la inmunidad celular, la principal funcién efectora de los
linfocitos T CD4+ consiste en estimular la actividad microbicida de los macréfagos.
Los linfocitos TCD4+ subtipo Th1 memoria activados secretan citoquinas tales como
la interleuquina 2 (IL-2), el factor de necrosis tumoral (TNF) vy la linfotoxina (LTx),
que son las responsables de la expresién del fendmeno de HSR.

Fase efectora

Los monocitos reclutados en el sitio de la reaccién de HSR se extravasan en
el tejido y se diferencian a macrofagos, ultimas células efectoras de la
hipersensibilidad retardada.

Una vez activados, los macréfagos pueden desempenfar varias funciones efectoras:

¢ Destruyen los microorganismos fagocitados a través de la producciéon de
sustancias bactericidas(6xido nitrico, enzimas lisosémicas).

o Estimulan la diferenciacion de los linfocitos T hacia el subtipo Th1 mediante la
secrecién de IL-12, funcién esencial en la induccién de la HSR.

e Se vuelven APC mas eficaces debido a un aumento en la expresion de
moléculas del MHC de clase Il y de coestimuladores.

¢ Estimulan la inflamacién aguda mediante ia secrecién de citoquinas (TNF, IL-

1, quimioquinas).

o Facilitan la reparacion de los tejidos dafiados a través de la eliminacién de los

tejidos muertos (por medio de fibroblastos, colageno (Abbas A. y col. 2004).

Clasicamente la reaccién a la tuberculina se ha utilizado como prueba para
determinar si un individuo u/o animal ha sido infectado previamente con

Mycobacterium tuberculosis o bovis. En un organismo sensibilizado (previamente
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infectado o inmunizado), la administraciéon de tuberculina desencadena una reaccion
de HSR caracteristica que aparece en 24-48 horas. En el sitio de inyecciéon del
antigeno se produce una reacciéon inflamatoria, con infiltrado de leucocitos,
acumulacién de linfocitos T y monocitos, y aumento de la permeabilidad vascular con
extravasacion de macromoléculas del plasma. El depédsito extravascular de fibrina
que se produce a partir del fibrinégeno extravasado, es la base de la induracién
caracteristica de las lesiones cutaneas de la HSR. La induraciéon es maxima a las 24-
48 hrs, siendo este retraso en la aparicion de la induracion la razén por la que esta
respuesta se denomina retardada. Las células endoteliales que cubren estas
vénulas se engrosan, muestran un aumento de organelas biosintéticas y se vuelven
permeables a las macromoléculas del plasma. El fibrinbgeno pasa de los vasos
sanguineos a los tejidos de alrededor, donde se convierte en fibrina. La acumulacion
de fibrina y, en menor proporcion, de células T y monocitos dentro del espacio del
tejido extravascular en la zona de la inyeccién provoca la hinchazén y la induracion
del tejido. La induracion, signo de la RHR, se detecta generaimente alrededor de las
48 a 72 horas dependiendo de la especie. Después, la inflamacién disminuye
(Aderem A. ycol., 1999, Abbas A. y col. 2004).
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MATERIALES Y METODOS

El objetivo del presente estudio fue identificar cabras que reaccionaran al ppd
bovino con el prop6sito de comprobar si existen reactoras a M. bovis, ademas de
establecer si la fuente de infeccidn con esta bacteria proviene de bovinos infectados
con tuberculosis a través de los sobrantes de alimentos que son utilizados para la
alimentacion de cabras.

Para lograr este objetivo se realizé la prueba anocaudal con tuberculina en 2
establos de la comarca lagunera.

LOCALIZACION
El estudio se realizd en 2 establos el primero llamado Yucatan localizado en

Francisco I. Madero, Coahuila, México, y el segundo establo llamado el Paredén
localizado en la colonia la Partida en Torreén, Coahuila, México.

MATERIAL UTILIZADO
Para el diagnostico de este estudio se utiliz ppd (derivado proteico purificado)

bovino, jeringas insulinicas para su aplicacién, un Vernier para hacer la medicion del
pliegue anocaudal y marcadores de ganado.
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SELECCION DE ANIMALES Y SU IDENTIFICACION

Para llevar acabo este trabajo se utilizaron 50 cabras hembras de las razas
Sanen y Alpina de diferentes edades seleccionadas al azar, en los corrales de los
dos establos que han sido alimentados con sobrantes de dietas de bovinos
infectados con Tuberculosis.

Para tener un control de estos animales, la identificacion se bas6é mediante el
nimero de arete con que cuentan en el establo, ademas de que al momento de ser
inoculados se les marco con un craydn de ganado para una mejor identificacion en el
momento de la aplicacion de la tuberculina y su lectura posterior.

PROCEDIMIENTO UTILIZADO EN ESTE TRABAJO

La evaluacién de estos animales se dividié en dos partes, la primera parte se
realizé seleccionando 10 hembras en uno de los establos, esto para poder establecer
adecuadamente el manejo de los animales y la forma de aplicacidén de la tuberculina.
Posteriormente, en otro establo se utilizaron 40 animales, a los que se les realizé la
prueba al igual que las primeras 10.

La metodologia que se utilizé para la realizacién de esta prueba fue la misma
que se realiza en los bovinos descrita por Gonzalez y colaboradores (1999).

Como primer paso a estos animales con la ayuda de un vernier, se les realizd
una medicion del pliegue anocaudal, sitio donde se aplica la tuberculina, para asi
poder tomar una medida precisa del sitio, posteriormente se inocularon 0.1 ml de ppd
(derivado proteico purificado) bovino intradérmico, y las lecturas del aumento en el
grosor del pliegue fueron tomadas con el mismo vernier a las 24, 48 y 72 horas

posteriores a la aplicacion.
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La interpretacion de la prueba se realizé tomando como base los signos y

medidas que describen Gonzélez y colaboradores (1999).

Si el grosor de la piel en el sitio donde se aplico la tuberculina midié 4 mm mas
de lo que midié antes de la aplicacion ademas de tomar en cuenta los signos de la
inflamacion, se consideraron como animales reactores o positivos, si midié de 1-4
mm mas de lo que midi6 antes de aplicacibn se considero como reaccion
sospechosa vy si no hubo ningin cambio se consideraron negativos.

A las cabras que resultaron reactoras se les realiz6 una segunda prueba,
inoculando 0.1 mi de ppd bovino y 0.1 ml de ppd aviar en la tabla del cuello. Para
comprobar si realmente estos animales estaban contaminados de Tuberculosis o
solo fue un falso positivo, las lecturas que se realizaron en la primera prueba la
lectura esta solo se realizé a las 72 hrs posteriores a la inoculacién ya que Gonzélez
(1999) describe que la lectura se debe realizar a las 72 + 6 hrs posteriores a la
aplicacion .
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RESULTADOS

Los resultados de las grafica 1 a 4 y muestran que los animales muestreados

no existe una infeccién con M. bovis ya que la mayoria de los animales no tuvieron

una reaccion y los que la tuvieron al realizarles la prueba doble comparativa en la

tabla del cuello resultaron negativos.

De los animales probados ( Cuadro 1), el 38% no tuvo ninguna reaccion a la

tuberculina, sin signo de inflamacion en el area de la inoculacién de la tuberculina,

otro 40% tuvo solo una ligera reacciéon ya que solo llegaron a aumentar de 1-2 mm

mas de lo que midieron cuando se les realizd la inoculaciéon de la tuberculina, otro

18% mostraron una reaccién inconstante porque tuvieron diferentes medidas en los 3

dias de lectura y por ultimo el 4% tuvieron una considerable reaccién a los cuales se

les realizé la prueba comparativa y nos dieron negativos.

Cuadro 1. Tipo de reaccion a la tuberculina.

Porcentaje Tipo de reaccion
38% Ninguna reaccién
40% Ligera,de 1 a2 mm
18% Reaccioén inconstante
4% Reaccién considerable

En las graficas de abajo se describen los resultados por los diferentes grados

de reaccion obtenidos en los animales, de acuerdo a todas las caracteristicas que

describe Gonzalez (1999) para considerar un animal positivo, sospechoso o

negativo.
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GRAFICA 1.- cabras que no mostraron ninguna reaccién al ppd, se mantuvieron constantes en todas las lecturas
realizadas en los dias posteriores a la inoculacién.
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GRAFICA 1.1.- Esta grafica es continuacion de la primera y al igual son cabras que no tuvieron ninguna reaccion, se
mantuvieron constantes al momento de las lecturas.
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GRAFICA 2.- En esta grafica podemos observar como estas cabras tuvieron una ligera reaccién que se puede considerar
como reaccién sospechosa pero no es muy significativa porque solo aumentaron 1 mm mas a la medida que se les
realizé antes de la aplicacion.
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GRAFICA 2.1.- Aqui podemos observar igual que en la grafica 2 que no hubo una reaccién considerable ya que solo
aumentaron 1-2 mm al momento de la lectura.

28



2

o

o

N @0 HRS
x e

w m24 HRS
Q (48 HRS
=5 072 HRS
o

NUMERO DE ARETE

GRAFICA 3.- Esta grafica nos muestra como estas cabras tuvieron una reaccién inconstante ya que al momento de
realizarles las lecturas al segundo y tercer dia aumentaron 1-2 mm y posteriormente volvieron a bajar.
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GRAFICA 4.- Grafica de las cabras que tuvieron una alta reaccién a la tuberculina por lo cual se consideraron positivas
pero se les realizé una segunda prueba para comprobar (los resultados se muestran en la grafica 4.1).
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PRUEBA CERVICAL DOBLE COMPARATIVA
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GRAFICA 4.1. - Grafica de las cabras que se les realizb la prueba cervical comparativa pero no tuvieron ninguna
reaccidn solo disminuyeron a como estaban inicialmente cuando se les realizé la primera prueba (esta prueba se realiz6 1
dia después de la ultima lectura de la primera prueba y la lectura se tomo a las 72 hrs posteriores a la aplicacion).
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DISCUSION

En este trabajo se utilizé el ppd bovino para el diagnostico de la tuberculosis
en algunas cabras de la Comarca lagunera por medio de la prueba anocaudal,
prueba que no se ha reportado en México en el ganado caprino, y que ademas se
podria utilizar como base para posteriormente realizar otras pruebas para el
diagnostico de la tuberculosis, permitiendo confirmar si realmente existe la presencia
de M. bovis subsp. caprae en cabras de la Comarca Lagunera.

Los resultados obtenidos demuestran que los animales muestreados no
mostraron reaccién a la prueba de tuberculina. Esto nos indica que probablemente
tengan que realizarse otro tipo de pruebas para poder diagnosticar la Tuberculosis en
cabras, ya que hay datos que nos indican que la transmisiéon de la Tuberculosis a los
animales caprinos si se puede presentar cuando se alimentan con sobrantes de
dietas de animales bovinos infectados, o que también el contacto entre el ganado y
las cabras puede ser una forma de transmisién de dicha enfermedad entre estas
especies.

Por otro lado también los resultados obtenidos nos indican que algunas cabras
presentaron una reaccidén a la prueba de tuberculina, sin embargo, al realizar la
prueba doble comparativa, la reacciéon no fue especifica. Este hecho podria ser dado
por mycobacterias atipicas que hacen que la prueba de reaccion se manifieste, o
bien a otro tipo de mycobacteria como podria ser el M. paratuberculosis. Situacién
que en el presente trabajo no se tiene el alcance debido a que se requieren otro tipo
de estudios para confirmar el diagnéstico. Otros factores también han sido
reportados como causantes de reacciones falsas positivas, como son: estrés, mala
nutricién o algln otro factor que haya podido favorecer la reaccién de la prueba.
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CONCLUSIONES

1.- Las cabras del presente estudio reaccionan a la prueba de la tuberculina en un
4%, sugiriendo reactor positivo al M. bovis.

2.- Al realizar la prueba doble comparativa en la tabla del cuello, las cabras positivas,

no mostraron reaccion.

3.- La prueba de tuberculina en cabras podria ser un método para el diagnéstico de
M. bovis.

4.- Para diferenciar de M. bovis y de M. bovis sup. caprae, se requiere ofro tipo de
estudios, que para los objetivos del presente trabajo no se tienen a su alcance.
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