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INTRODUCCION -1 -
ANTECEDENTES HISTORICOS

En el afio de 1882 fue identificado microscopica--
mente mediante coloraciones especificas en lesiones tisula--
res el mycobacterium tuberculosis, agente que produce dicha
enfermedad, de igual manera fue cultivado artificialmente en
suero cocagulado por el médico bacteridlogo alemdn Roberto --
Koch, cred las bases para la obtencidn de la vacuna contra -
la Tuberculosis, esfuerzo que le valieron el otorgamiento --
del Galardén conocido como Premio Nobel en Medicina y Fisio-

logia en el afio de 1905. (4, 6, 12)
FRECUENCIA DE LA ENFERMEDAD

Todo el ganado de pastoreo es susceptible de pade
cer la tuberculosis, el hacinamieﬁto favorece la disemina---
cidn de la enfermedad estableciéndose en el hato, particular
mente cuando hay un manejo inadecuado del ganado para el con

sumo de carne.

Geograficamente la distribucidn de la tuberculosis
es universal y su erradicacidn se logra a base de Programas -

sanitarios bien aplicados y controlados. En algunos paises --




donde no han sido instituidos este tipo de programa la inci-

dencia de la tuberculosis llega a ser del 18% para todo tipo

de ganado. (4, 6, 12)

ETIOLOGIA

La tuberculosis bovina es causada casi siempre --
por el mycobacterium tuberculosis de la variedad "Bovis". -
Sin embargo algunas infecciones en el ganado son causados --

por la clase humana y aviar. (4, 6, 7)
CARACTERISTICAS GENERALES

Este microorganismo pleomdérfico es de forma de --
bastén, delgado y curvo con un tamafio que varia de 1.5 a 4 -
micras de longitud y un espesor de 0.2 a 0.6 micras. Es ae-

rébico, no tiene motilidad y no forma esporas. (4, 6)
CARACTERISTICAS DE COLORACION
A la tincidn es Gram positivo y es alcohol acido

resistente, es decir que tiene 1 particularidad de resistir

la decoloracidn ulterior a la coloracidn que provoca el alco




hol y los &cidos inorganicos, de donde parte el nombre de --

gue los bacilos de la tuberculosis sean alcohol &cido resis-

tentes { B.A.A.R. }.

Debido a su alto contenido en lipidos no se tifien
con los colorantes bacterioldgicos habituales, en cambio si
se tifien con los colorantes carbolados ( Carbol-Fucsina ) me

diante el empleo de calor.

La propiedad de ser acido resistente o alcohol --
dcido resistente puede depender de la presencia en la bacte-

ria del acido micdlico.

En ocasiones en los cultivos o en lesiones viejas
los gérmenes tienen un aspecto punteado o granular, conocién
dose como Granulos de Much, geheralmente ésto indica un esta
do de degeneracidén del microorganismo, puede demostrarse tam
bién por Microscopia de Fluorecencia cuando se tifie con un -

colorante fluorecente como la Auramina.

Fuera de los tejidos animales este microorganismo

tiene una resistencia variable a los agentes bacterioldgicos.




Cuando es expuesto a la luz solar es destruido en
dos horas. Con los jabones se destruyen. En la leche calenta

da a 70°C. se mueren en cinco minutos.

En cambio en los medios secos como el polvo,los -
exudados y las descargas diarreicas no expuestas a la luz so

lar el microorganismo puede resistir vivo por varios meses.

Abundando en la composicidén gquimica del mycobacte
rium tuberculosis se sabe que el alto contenido lipidico que
incluye grasas neutras,fosfatidos y ceras de cadenas largas,
en particular los Acidos micdlicos confieren su poder acido
resistente, su virulencia y particularmente su capacidad de
reaccién a los colorantes de Carbol Fucsina (Ziehl Neelsen),
de tal forma que a mayor contenido lipidico, mayor virulen--

cia y mayor intensidad de coloracidn. (1, 4, 6, 7)
TRANSMISION

El ganado susceptible, usualmente adquiere la in-
feccidén del medio ambiente, los animales infectados excretan
el bacilo tuberculoso en el esputo arrojado por la tos y las

mucosas del epitelio bronquial y gldndulas salivales, asi co

mo el flujo nasal.




E1 ganado susceptible puede adquirir la enferme--
dad por inhalacidn o por la ingestidén de comida o agua conta
minada por el esputo, la saliva, la leche o la orina del - -

agente infeccioso.

Por otra parte el ganado puede llegar a infectar-
se ya sea por humanos tuberculosos o bien por la exposicidn
a las excretas o secreciones de la gente o bien por aguas de

albafial o negras.

El ganado fetal puede adquirir la tuberculosis a

través de la vena umbilical o por infeccién uterina.

Es raro que la tuberculosis en los genitales sea

transferida mecdnicamente duranté el coito.

Ocasionalmente los instrumentos contaminados con
el bacilo tuberculosoc pueden de manera inadvertida inocular
animales susceptibles al tiempo de la cirugia. (4, 6, 7)

PATOGENESIS

Las terneras pueden adquirir la tuberculosis por




consumir leche de vaca afectada de tuberculosis a través de

la ubre. En este evento los bacilos tuberculosos son ingeri-

dos con la leche y pasan dentro del intestino, en el iléon y

el intestino grueso, el bacilo penetra en la mucosa y entra
!

a los linfdticos, conduciéndose después a los nddulos linfa-

ticos y estos a su vez a los ndédulos linfdticos mesentéricos

Si bien muchos bacilos son retenidos en los gan-—--
glios linfdticos algunos pasan dentro del canal linfdtico --
aferente y por via del conducto tordcico entran a la sangre
venosa la cual desemboca dentrb de los pulmones pudiendo ori
ginar tuberculos tanto en los ganglios linfaticos como en --
los pulmones. Las terneras también pueden infectarse de tu--
berculosis por la inhalacidén del bacilo. En algunos casos la

infeccidn puede ser adquirida a través del sistema digestivo

El complejo primario o lesidn primaria es la com-
binacidén de un tuberculo (Lesidn macroscédpica gue no excede
de 1 mm.), y la adenopatia regional, llamado también comple-

jo de Ghon.

Histoldégicamente los eventos que ocurren una vez

que el microorganismo penetra a los espacios tisulares es el




de una acumulacidn de neutrofilos alrededor del bacilo, des-
pués de un corto periodo los neutré6filos entran en necrosis

y los macroéfagos o histiocitos se transforman en células gi-
gantes del tipo Langhans para facilitar la fagocitosis de di
cho microorganismo rodeandolo a los elementos anteriores apa
recen numerosos linfocités y fibras de tejido conectivo fi--
broso intentando formar un tabique de contencidn a la lesidn
causada, con frecuencia el centro de la lesidén contiene fo--

cos de necrosis caseosa.

Algunos bacilos tuberculosos escapan de la lesidn
original y entran al sistema linfdtico diseminandose a tra--
vés de los vasos o conductos linfaticos a la subpleura y al
subperitoneo formando tuberculos los cuales se proyectan so-
bre la superficie serosa causando pleuritis crédnica tubercu-

losa o enfermedad de Pearl y peritonitis crénica tuberculosa

En algunas ocasiones la lesidn inicial erosiona -
dentro de los bronquiolos o bronquios, en este evento los ba

cilos virulentos entran dentro del lumen de los brongquios.

De aqui ellos pueden ser inhalados dentro de mu--

chos alveolos y producir Neumonia Tuberculosa.




La infeccidén sea primaria o secundaria puede ero-
sionar los vasos sanguineos especialmente las venas y pene--
trar al organismo, esto crea una bacteremia y causa una disge
minacién hematogena del bacilo, por éste medio pueden ser es
tablecidos nuevos focos de infeccidén en cualguier parte del

organismo.

El metabolismo del bacilo tuberculoso produce una
proteina especifica extrafia al huésped produciendo sensibili

zacidén de los tejidos a esta proteina. (4, 6, 7, 10)

SIGNOS CLINICOS Y LESIONES POSTMORTEM

La tuberculosis es a menudo una enfermedad de de-
sarrollo lento y que produce signos clinicos poco manifies--
tos sin embargo muchos animales 'infectados pierden peso cor-
poral de manera lenta pero continua a pesar de tener una ade

cuada dieta.

La tos profunda es persistente y puede tornarse -

dolorosa, originando en algunos casos Neumonia Tuberculosa.

El curso de la enfermedad usualmente se prolonga




por muchos meses y algunas veces por afios, en algunos casos -

la diseminacién hematdgena conduce a la muerte en poco tiempa

Es conocido que la tasa de morbilidad por tubercu-
losis son altos en los paises donde no se han instituido --
programas de erradicacion, produciendo un alto indice de mor-
talidad en estos animales. Independientemente de la localiza-
cién anatdémica, la tuberculosis posee muchas caracteristicas
en comin, uno de ellos es la formacidn de tuberculos o la for

macidén de una tuberculosis generalizada o miliar.

Los tubérculos jévenes pueden medir 1 mm. en cam—-
bio los viejos 10 cms. o mas, en los tubérculos de crecimien-
to activo los bacilos acido resistente son>discernibles o i--
dentificables mientras que en los tubérculos inactivos o esta
ticos pueden ser escasos, en éstos ditimos es factible encon-

trar zonas de calcificacidén distrofica.

Aparte de los pulmones otros Organos pueden ser --
afectados tales como el bazo, el peritoneo, los rifiones, el -
sistema nervioso central incluyendo las meninges, asi como 6r
ganos genitales como el utero, ovario, testiculos, pene, vul-

va y vagina. Otros sitios de atague son los misculos, las fa-




cias intermusculares, los huesos y las articulaciones.

(4, 6, 7)

DIAGNOSTICO

La tuberculosis bovina puede ser diagnosticada en
animales vivos sobre la base de los signos clinicos de la - -
reaccién tuberculinica y la demostracién de bacilos tuberculo

sos en las secreciones y/o excresiones.

El diagnéstico en animales muertos estd basado en
la demostracidén de bacilos tuberculosos en las lesiones tipi-

cas.

Aunque es recomendable que antes del sacrificio de
un animal para el consumo humano se diagnostique mediante la
reaccidén de la tuberculina ya sea por via oftdlmica, subcuta-
nea o intradérmica, la tuberculina utilizada se denomina - -
P.P.D. (Proteina Purificada Derivada). La reaccidn positiva -
se considera la produccidén de un exudado inflamatorio dentro

de las 4-6 horas siguientes a su aplicacidn. (4, 6, 7)




IT.-

I1IT.-

IvV.-

OBJETIVOS

Identificacidén microscédpica del mycobacterium tuberculo
sis en lesiones tisulares de bovinos mediante la aplica
cidn de las técnicas de coloracidén de ZIEHL NEELSEN y -

FITE FARACO.

Establecer la relacién que existe entre la positividad
de las reacciones y las manifestaciones anatomopatolégi

cas de los organos.

Evaluar comparativamente las ventajas y desventajas de

cada una de las técnicas de coloracidn.

Estandarizar las técnicas de coloracién de ZIEHL NEEL--
SEN y FITE FARACO para la identificacién del mycobacte-
rium tuberculosis, de tal forma que estas representen -
un acervo en los recursos, diagndéstico del laboratorio
de patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y -

Zootecnia de la ‘Universidad de Guadalajara.

Con las modificaciones hechas a las técnicas de ZIEHL -

NEELSEN y FITE FARACO, poder realizarlas ordinariamente




Vi.-

en el laboratorio con el mismo tiempo y tan sencillo co

mo la de Hematoxilina y Eosina.

Establecer el nlmero de estudios examinados durante la
estandarizacidén de dichas técnicas, asi como las lesio-

nes granulomatosas.




JUSTIFICACIONES

1l.- El dGnico método confiable para el diagndéstico de la tu- -
bérculosis es la demostracidén del bacilo gque la produce -
(mycobacterium tuberculosis), mediante la coloracidn del
mismo en cortes histoldgicos procedentes de las lesiones

sospechosas.

Respecto de la coloracidn a lo largo del tiempo,se
han producido muchas técnicas de diferentes autores, unas
que requieren de reactivos dificiles de encontrar en el -
Mercado Nacional, otras son demasiado largas y elaboradas
y por lo tanto se requieren de bastante tiempo para su --
ejecucidén, con lo anterior nos referimos al examen de mi-
croscopia de fluorescencia en donde obviamente se requie-
re del microscopio de fluorescencia y de colorantes sus--
ceptibles de absorber la luz de cierta longitud de onda y
emitir luz de longitud de onda diferente, como el caso --
del Anaranjado de Acridina, por lo tanto se suplirdn este
tipo de cbldrantes fluorescentés por otros que permitan -
identificar al bacilo de la tuberculosis sin la necesidad
del equipo de fluorescencia, gue generalmente son de im--

portacién. Por lo gue a partir de técnicas ya conocidas -~

elimina todos los inconvenientes antes sefialados se procu




rara obtener una técnica de facil y rapida ejecucidén con

los reactivos mds econdmicos y disponibles en la locali--
dad, para que asi el laboratorio de Patologia de la Facul
tad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
de Guadalajara cuente con este procedimiento técnico como
un recurso mas para el diagndstico histopatolégico facil

y rapido de la Tuberculosis. (1, 2, 3, 8, 11)

Dada la alta frecuencia de tuberculosis bovina en los pai
ses Latinoamericanos que aparece en la literatura extran-
jera es importante conocer la incidencia de esta enferme-
dad en nuestro medio, a partir de muestras obtenidas de -
animales sacrificados para consumo humano en el Rastro Mu

nicipal. (5, 9, 12)




1.-

4.~

MATERIAL Y METODOS

Se procedid a la recoleccidn de muestras tisulares de ga-
nado bovino sacrificado en el rastro, que presentaron al-
teraciones o lesiones macroscépicas sugestivas de tubercu

losis.

Se fijaron los especimenes con el objeto de preservar su

histoarquitectura y facilitar su preparacién histoldgica

posterior. (1, 2, 3, 8, 10)

Dentro del laboratorio de Patologia de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria y Zootecnia y con los recursos propios
de la misma se procedidé a la elaboracidén de cortes histo-
légicos y a la aplicacidén de las técnicas de coloracidén -
de Ziepl Neelsen y Fite Faraco con el objeto de estable--
cer la forma de preparacidn de los reactivos y los tiem--
poé de coloracidn Optimos para obtener o lograr los mejo-
res resultados utilizando siempre "Controles Testigos Po-
sitivos y Negativos". Todo lo anterior representa la es--
tandarizacién del método para la identificacidn del baci-

lo tuberculoso.

Tincidédn de Ziehl Neelsen.
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METODO

i jador, formol neutro amortiguado.
Cortes en parafina de 6 micras.
Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.
Solucidén "A" (Carbol Fucsina), 30 minutos.
Lavar bien en agua corriente.
Decolorar, con una solucidn de alcohol acido o solucién
de dcido sulfirico, hasta que los cortes tomen un color
rosa palido.

Lavar en agua corriente durante 8 minutos.

Sumergir una laminilla a la vez con la solucidn de tra-

bajo en Azul de Metileno.
Lavar en agua corriente y después en agua destilada.

Deshidratar en alcohol de 95 %, alcohol absoluto y --




Xileno, dos cambios en cada uno-

4.10.- Montar en.resina sintética.

RESULTADOS:

- BACILOS ACIDOS RESISTENTES - Rojo Brillante.

- ERITROCITOS - Amarillo Anaranjado.

- OTROS ELEMENTOS TISULARES - Azul claro. (8)

17
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5.- Preparacidén de los reactivos.

CARBOL FUCSINA

Alcohol Absoluto............ 5.0 ml,
Fucsina BasicCa....ceeeuee.e... 0.5 gm.
Agua Destilada.....veuvo.... 50.0 ml.
Fenol (cristales)........... 2.5 grs.

ALCOHOI. ACIDO 1%
Alcohol al 70 2...00vun... 1000.0 ml.

Acido Clorhidrico Con-

CeNtradO. e e e e e eeeeneeeess 10.0 ml.

ACIDO SULFURICO 1%
Acido Sulfidrico Concentrado.. 1.0 ml.

Agua Destilada............... 100.0 ml.

<« AZUIL DE METILENO (Madre).
Azul de Metilenoc........v.... 1.4 gm.

Alcohol 95%........ ... .. 100.0 ml.

AZUL DE METILENO (Trabajo).

Solucidén Madre Azul de

Metileno...e . oeeeeennnn.. 10.0 ml.




.- Modificacidn de la técnica de Ziehl Neelsen.

6.2.-

6.6.-

6.7.-

TECNICA ESTANDARIZADA °

Fijador, formol Neutro Amortiguado.

Cortes en parafina de 5 micras.

Desparafinar e hidratar.

Solucidén "A" (Carbol Fucsina), 10 minutos a 80°C.

Lavar en agua corriente durante 4os minutos.

Decolorar en solucidén “"B" (Alcohol &cido), 30 segundos.

Lavar en agua corriente durante dos minutos.

Contrastar con Azul de Metileno o Verde Luz durante 15-

30 segundos.

Lavar en agua corriente durante dos minutos.

Deshidratar en alcohol de 95%, Alcohol Absoluto y Xile-

no, dos cambios en cada uno.
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6.10.- Montar en resina sintética.

RESULTADOS:

- BACILOS ACIDOS RESISTENTES - Rojo brillante.

- ERITROCITOS - Amarillo Anaranijado.

OTROS ELEMENTOS TISULARES - Azul Claro o Verde. segin el con-

traste utilizado.




7.- Preparacidn de los reactivos.

SOLUCION "A" CARBOL FUCSINA

Alcohol absoluto...........cvteneeenn.. 5.0
Fucsina Basica.............civvnnnnnen.. 0.5
Agua destilada....ceeeeiiineenannannnn, 50.0
Fenol (cristales)............ ceeeenanee 250.0

SOLUCION "B" ALCOHOL ACIDO AL 3%

Alcohol @l 708 .. innnnenceennennnas 97.0

Verde LUZ. . uee it ieeeenneeoeeenennnnnn. 0.5
Agua destilada........... ceao e e eeeeean 100.0
ACido A@CltiCO.. i vrn it en e e eeeee e, 0.2

AZUL DE METILENO (MADRE)
Azul de Metilenp ..................... - 1.4

Alcohol de 96 %...iiieiennnennnnnnnnnn. 100.0

AZUL DE METILENO { TRABAJO)
Solucidén Madre, Azul de Metileno....... 10.0

Agua destilada.......covviun... cetecnnn 90.0

ml.

grs.

ml.

mgs

ml.

ml.

gm.

ml.

ml.

mg.

ml.

ml.

ml,
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8.- Tincidn de Fite Faraco.

8.1.-

METODO
Se guita la parafina de los cortes con una mezcla de 2
volimenes de trementina refinada y 1 volumen de aceite
de parafina viscoso, 2 bafios cada uno de dos y medio mi

nutos.

Se ocurre, se quita la parafina de los bordes y se seca
con papel hasta aspecto opaco; se deja en agua algunos

minutos.

Se tifie de 6 a 24 horas (o mds tiempo, por ejemplo de -
18-24 horas para bacilos viejos mal preservados), a -
temperatura ambiente en Carbol Fucsina nueva.

(0.5 gr. de Fucsina nueva disuelto en 10 ml. de alcohol
y mezclados con una solucidn de 5 grs. de cristales de

fenol fundidos en 100 ml. de agua destilada).

Se lava con agua, luego se coloca durante 5 minutos en
formol de 37-40 % grado reactivo. Esto permite que los

bacilos tomen un color azul permanente debido a la reac

‘cién Fucsina-Aldehido.

Se lava con agua.
Se decolora, un minuto en H?_SO4 al 5 por 100 en agua.

Se lava con agua de la llave durante 5 minutos,




8.8.~ Se deja 3 minutos en KMNO4 al uno por 100.
8.9.- Se lava con agua de la llave.

8.10.- Se blanquea durante 30 segundos a un minuto en &cido -

Oxalico al 2%.
8.11.- Se lava de 5-10 minutos con agua de la llave corriente

8.12.- Se tifie durante 3 minutos con Van Gienson diluido - -
(Fucsina dcida, 0.01 gr. mds 1 gr. de dcido picrico en

100 ml. de agua destilada).

8.13.- Sin lavar, se deshidrata rdpidamente con alcohol al —--

95% y alcohol absoluto; se aclara en Xileno Y se monta.

RESULTADOS :
— BACILOS ACIDOS RESISTENTES - Azul intenso a azul negro.
~ COLAGENAS - Rojas.

- OTROS ELEMENTOS - Amarillos. (8, 10)
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9.- Modificacidén de la Técnica de Fite Faraco.

9.1.-

METODDO

Desparafinar los cortes con 2 volumenes de trementina -
refinada y un volumen de aceite de parafina, 2 bafios en

diferentes recipientes de 3 minutos en cada uno.

Se escurre, se elimina la parafina de los bordes y se -

seca con papel filtro, se deja en agua algunos minutos.

Se tifie con la solucidn "A" de Carbol Fucsina de 6-24 -

horas (éste método es \dtil para bacilos mal preservados

o viejos).

NOTA: El tiempo en este paso se acorta si se emplea ca-
lor (37 - 40°C.).(Misma forma de preparar que en

Ziehl Neelsen).

Se lava en agua corriente y se coloca en formol concen-
trado por 5 minutos. (Este paso permite gque los bacilos
tomen un color azul permanente debido a la reaccidén Fuc

sina - Aldehido).
Se lava con agua corriente durante 3 minutos.

Se decolora, un minuto en agua acida al 1% (Acido Clorhi

drico).

Se lava con agua corriente durante 5 minutos.




9.8.- Se deja en manganeso de potasio al 1% durante 3 minu--

tos.
9.9.- Se lava en agua corriente durante 3 minutos.

9.10.- Se blanquea con acido oxdlico al 2% durante 30 segun--

dos.
9.11.- Se lava en agua corriente durante 5 minutos.

9.12.- Se tifie o se contrasta en Van Gieson diluido (Fucsina
Acida 0.01 mads 1 gr. de Aacido picrico en 100 ml. de -

.

agua destilada).

9.13.- Sin lavar se deshidrata, se aclara y se monta.

RESULTADOS:
-~ BACILOS ACIDOS RESISTENTES - Azul intenso o azul negro.
- COLAGENA - RoJja.

- OTROS ELEMENTOS TISULARES - Amarillos.




10.~ Técnica kstandarizada de Fite Faraco.
METODDO

10.1.- Desparafinizar los cortes en una mezcla de xilol y - -

aceite de oliva en dos cambios de 5 minutos.

10.2.~- Escurrir y secar con papel filtro.

10.3.- Lavar en agua corriente durante 5 minutos.

10.4.~- Tefiir en solucidén de Fenol Fucsina durante 10 minutos
a 80°cC.

10.5.- Lavar en agua corriente durante dos minutos.

10.6.- Decolorar en solucidn acuosa de acido sulfurico de 2 a
5 minutos procurando que las laminillas tomen un color

rosa palido.
10;7.- Lavar en agua corriente durante 5 minutos.
10.8.~ Contrastar con Azul de Metileno durante 30 segundos.
10.9.- Secar las laminillas con papel filtro.

10.10.-Montar en resina.

RESULTADOS:
- BACILOS ACIDO RESISTENTES - Rojo Brillante.

- TEJIDO CONJUNTIVO - Azul.




11.- Prepar.ucién de los reactivos.
XILOL ACEITE DE OLIVO
ACELite A€ OliVO..uweueeeoosnoonenenenennnns 1 parte.

DG o 2 partes.

SOLUCION FENOL Y FUCSINA

ALCONOL @DSOLULO. v v e eeoeeeeremnennns 5.0 ml.
FuCSina BaSiCA..iieeeeeveceecnnnernnnnnnna, 0.5 gr.
Agua destilada....eeeeereceeennneencencnnnn. 50.0 ml.
Fenol (cristales).......... t e eeceneae 250.0 mgs.

ACIDO SULFURICO 5%
Acido Sulfirico concentrado............... 5.0 cc.

Agua destilada..ceeseeeereneeennnennnnnnns 95.0 cc.

AZUL DE METILENO (MADRE)
Azul de Metileno.......... e e ree et 1.4 mg.

Alcohol de 96%............ e e ieeeaeaeneean 100.0 ml.

AZUL DE METILENO (TRABAJO)
Solucidén Madre, Azul de Metileno.......... 10.0 ml.

Agua destilada......... ittt innnnnnnnn 90.0 ml.




RESULTADOS

NUMERO DE ESTUDIOS REALIZADOS

Se analizaron 12 casos de tejido proveniente de ga
nado bovino, 10 de ellos correspondieron a ganglios linfati--
cos y sdlo dos fueron de pulmdn. Algunos casos como el nimero
cinco, ocho y nueve, tuvieron tres, cuatro y cuatro muestras
respectivamente, por-lo que en total se analizaron 20 mues— -
tras de los 12 casos estudiados; los que tenian varias mues--—
tras fueron identificadas con las letras A, B, C, y D. respec

tivamente.

De acuerdo al plan trazado dentro de la metodolo--
gia se utilizaron cortes de ganglios linfdticos como control
negativo a cinco niveles, cortes de tejido pulmonar como con-
trol positivo a un nivel, lo:de los 12 casos problemas fueron
de ganglios linfédticos y sélo 2 de pulmdn, también estos a --
cinco niveles, por lo tanto, de cada muestra se practicaron -
once cortes, por lo que en suma fueron 220 cortes para cada -
técnica de coloracidén haciendo un gran total de 440 prepara--

ciones histoldgicas.




PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS

De los 12 casos problemas que se estudiaron, 6 fue
ron positivos a bacilos alcohol &cido resistente (Mycobacte--
rium Tuberculosis), correspondiendo a los casos numero cuatrog
cinco, siete, ocho, nueve y doce, resultando negativos los ca
sos numero uno, dos, tres, seis, diez y once. Tal como se es-

pecifica en la Tabla Nuamero 1.

Lo anterior arroja un porcentaje del 50% en los ca
sos estudiados, aplicando las coloraciones modificadas de - -

Ziehl Neelsen y Fite Faraco (Estandarizadas).

RELACION ENTRE LAS CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Y MICROSCOPICAS DE LOS TEJIDOS ANALIZADOS.

Al establecer la correlacidn macro-microscopica de
los casos sospechosos, se encontrdé que todos los ganglios que
microscépicamente fuerén positivos a tuberculosis tenian un -
diametro mayor del normal el cual oscilaba entre 1 - 1.5 cms.
de didmetro maximo y en cambio los ganglios que histoldgica--
mente fueron negativos mantenian un didmetro dentro de los 1i

- mites normales, menor de 5 milimetros. Respecto a la consis--




tencia, los casos positivos eran duros mientras gue los nega-

tivos fueron de consistencia blanda.

En cuanto al color, los casos positivos eran blan-

co-grisaceos y los negativos eran café rosaceos.




TABLA N°. 1




-

RESULTADOS DEL ANALISIS
GANADO BOVINO MEDIANTE

HISTOLOGICO DE
LAS TECNICAS DE ZIEHL NeEL-

iz CASOS Dt

SEN Y FITE FARACO PARA EL DIAGNOSTICO DE TUBERCULO-
SIS Y ESTANDARIZACION DE TECNICAS DE COLORACION.
TABLA NO 1.

NUMEROQ CONTROL CONTROL CASO

DE CASO. NEGATIVO. POSITIVO. PROBLEMA.
1 0 (GL) X (P) 0 (GL) |
2 0 (GL) X (P 0 (6L |
3 0 (GL) X (P 0 (P)
l 0 (GL) X (P ¥ (GL
54 0 G.L) % (P % (GL)
58 0 (G.L) X (P X (GL)
Be 0 (GL) X P % (6L
6 0 (G.L) X (P 0 (6L
7 0 (GL) X {P) % (6L
8 0 (G.L) X (P % (6L
Bs 0 (GL) X (P X (6L
8¢ 0 (GL) X (P X (6L
8o 0 (GL) X (P % (GL)
9a 0 (GL) X (P 0 (G
93 0 (GL) X (P) ¥ (6L
9¢ 0 (GL) X (P) X  (GL)
9o 0 (GL) % (P % (G
10 0 . (GL) X (P) 0 (GL)
1] 0 (G.L) X (P 0 (GL)
12 0 GL) X (P) X% (P)

0= NEGATIVO. GL= GANGLIO LINFATICO.
%= POSITIVO. P= PULMON.




acido resistente (Mycobacterium Tuberculosis). Tal como se es

HALLAZGOS HISTOLOGICOS DE LOS 12 casos ESTUDIADOS

CONTROLES NEGATIVOS

Invariablemente fueron negativos a bacilos alcohol

pecifica en la Tabla Nuamero 2

CONTROLES POSITIVOS

Estos invariablemente fueron positivos a bacilos -

alcohol A&cidos resistentes (Mycobacterium Tuberculosis). Ver

Tabla Numero 2.

Para establecer el diagndstico de tuberculosis - -

aparte de la identificacidn del mycobacterium tuberculosis,se

utilizaron los siguientes criterios histoldégicos propio de -

las lesiones granulomatosas tales como:

NECROSIS CENTRAL DENTRO DEL GRANULOMA.

CELULAS GIGANTES DE LANGHANS.

CELULAS EPITELIODES.

REACCION INFLAMATORIA CRONICA LINFOPLASMOCITARIA.

FIBROSIS.

(Ver Tabla Numero 2).




Todos los elementos anteriormente descritos, estu-
vieron presentes en las lesiones tuberculosas, tanto de los -
casos control positivo como en los casos problemas que resul-

taron positivos.

Es conveniente destacar que hubo leves variaciones
cuantitativas respecto a los elementos histoldogicos anterior-
mente descrito, ya que mientras que en algunos la necrosis --
fue abundante como en los casos cinco y nueve, el resto era -
escaso. Por lo que respecta a las células Gigantes de Lan; -=
ghans. células Epiteliodes , Reaccidn Inflamatoria Crénica -
Linfoplasmocitaria y la Fibrosis no hubo diferencia significa
tiva. Lo que si destaco fue la cantidad de bacilos tuberculo-
s0s para los casos probiemas positivos, pues se encontrd una
marcada variaciodn, incluso.dentro de los ganglios de un mismo
caso. No asi en el controlzpositivo, este con abundante canti

dad de bacilos. Tal como se especifica en la Tabla Numero 2.




TABILA N°.

2




HALLAZGOS HISTICLOGICOS DE 12 CASOS DE  GANADO BOVINO

PARA EL DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS ) ~
' TABLA N° 2.
‘ ¢
CASOS. | MUESTRAS.| CANTIDAD DE CELULAS CELUWLAS OGIGAN-| REACCION INFLAMA - | NECROSIS F\BRDS|]
BACILOS ACIDO [EPITELIOIDES.|] TES ODE TORIA CRONICA
RESISTENTES, LANGHANS. LINFOPLASMOCITARIAS .
CN 0 0 0 ; 0 0 0
1 cP ++++ * ¥ ¥* * *
C.PR 0 0 0 0 0 0
CN 0 0 0 0 0 0 ﬂ
2 (o ++44 % X £ * * ]
LPR o 0 0 0 0 0
CN 0 o 0 0 0 o _|
3 CP i * *- * * *
CPR 0 0 0 0 0 0
C.N 0 0 0 0 ) 0
4 C.P ++44 * * ¥ * *
CPR o ¥ * X * *___ ]
CH 0 0 0 - 0 0 0
Ha cp ++++ X *, * * *
C.PR + ¥* X X x *
C.N .0 0 1] 0 o] .0
S C.P +444 ¥ % * * *
C.PR +tt x X * * *
C.N 0 o 0 0 0 0
Fe c.p t+t+ ¥ ¥ * * *
C.PR ++ % * * * *
e 0 0 0 s 0 0
6 c.p 44t * * * * *
C.PR 0 0 0 0 0 0
CN o 0 0 0 0 0
7 _cp 1444 *- * x ¥ X
C.PR 444 X X X * >*
C.N 0 0 g 0 0 0
B8a cP ++++ * * X% * *
C.PR ++ % * * * *
CN 0 0 c’ 0 s 0
8s cp ++++ ¥ * . * *
CPR ++ x* % * * x
CN - 0 0 0 0 ] 0
80 cP + 44+ * % X x X
CPR +- * * * ¥ *
CN 0 0 0 0 0 1]
8o cP +++4 X% X *- * >
C.PR + X * * * *
CN 0 0 0 0 0 .0
Ga CP . ¥ * * * *
C.PR 0 0 0 0 0 0
CN 0 0 0 0 0 0
98 cP ++++ X X X% ¥ *
C.PR +4 X X X X X
C.N 0 i 0 0 0 1]
9C c.p +++4+ ¥ * ' ¥ X
C.PR +4 ¥ % X- I'a X
T CN 0 0 0 0 0 0
90 CP +444 * ¥ ¥ X ¥
C.PR + X X ¥ * ¥
CN. o 0 0 Y 0 0
10 cP +++4 ¥ * X _¥ ¥
C.PR 0 0 0 0 0 i}
C.N 0 G 0 o 9 0
11 cP ++4+ * ¥ ¥ . X *
CPR ] o 1] o 0 G
CN 0 0 0 0 0 0
12 ce ++++ % X T X ¥ *
CPR + X X * ¥ ¥
CN= CONTROL NEGATIVO. 0 = NEGATIVO + = ESCASO + + $:=ABUNDANTES
CP- CONTROL POSITIVDO X — pPOSITIVOH 4+ = MANERANRNA O I L S




CAS0S QUE TUVIERON MAS DE UNA MUESTRA:

5a
5b

5c¢

8a
8b
8c

8d

%9a

9b

9¢ :

9d

Ganglios
Ganglios

Ganglios

Ganglios
Ganglios
Ganglios

Ganglios

Ganglios
Ganglios
Ganglios

Ganglios

Suprafaringeos.
Mediastinicos.

Mesentericos.

Suprafaringeos.
Supramamarios
Mesentericos.

Mediastinicos.

Supramamarios.
Mesentericos.
Suprafaringeos.

Mediastinicos.




MODIFICACIONES HECHAS A LAS TECNICAS ORIGINALES

DE COLORACION DE ZIEHL NEELSEN Y FITE FARACO

En el caso de la tincidn de Ziehl Neelsen, las mo-

dificaciones fueron las siguientes:

- Los cortes de parafina en la técnica original eran de 6 mi-

cras y se modificé los cortes a 5 micras.

—- El tiempo de tincidn de la solucidn "A" (Carbol Fucsina) -
que era de 30 minutos en la técnica original y se modificé
a un tiempo de 10 minutos mediante la aplicacidén de calor -

(estufa) a 80°cC.

=~ En cuanto a la decoloracidn en la técnica original se deja-
ban los cortes tomardn un color rosa pdlido y se modificéd a

30 segundos de tiempo.

- En la técnica original el tiempo de lavar en agua corriente

que era de 8 minutos y se modificd a dos minutos.

- El tiempo de contraste no se especifica en la técnica origi

nal y en la modificada se le da un tiempo de 15-30 segundos.




- En la técnica original el tiempo de lavar en agua destilada
no se espccifica y en la modificada nada mis se lava en - -

agua corriente durante 2 minutos.

- En la técnica original en la deshidratacidén en alcohol de -
96%, alcohol absoluto y la aclaracidén en xilol es de 2 cam-
bios en cada uno y en la modificada es nada mAs un cambio -

de 10 segundos cada uno.

Ver Técnica Original y Técnica modificada en la --

pagina Nuimero: (15, 16, 17, 19 y 20).

En el caso de la tincidén de Fite Faraco las modifi
caciones que se hicieron fueron mucho méas marcadas que en la
de Ziehl Neelsen habiendo tenido que hacer variaciones a la -
té¢nica modificada quedando finalmente como se presenfa en la

pagina numero: (26 y 27).

Ver Técnica Original de Fite Faraco, pagina numero
(22 y 23).
Ver Técnica Modificada por Fite Faraco, pagina ni-

mero: (24 y 25).




Ver Técnica Final Estandarizada de Fite Faraco, pa

gina numero: (26 y 27).
Las cuales fueron las siguientes modificaciones:
~ En la técnica original, la desparafinizacidn de los cortes

se realiza con una mezcla de dos volimenes de trementina re

finada y un volumen de aceite de parafind viscoso con dos -

bafios cada uno de 2.5 minutos y en la modificacidn es con

una mezcla de xilol y aceite de olivo en dos cambios de §

minutos.

- En la técnica original, el tiempo de coloracidén en Carbol
Fucsina es de 6 ~ 24 horas en temperatura ambiente y en 1la
modificada es de 10 minutos mediante la aplicacién de calor

-en una estufa'a 80°C.

- En la técnica original el tiempo de lavado en aqua no se es
pecifica y se pasa al formol durante 5 minutos Y en la modi
ficada nada mds se lava en agua corriente durante 2 minutos

sin pasar al formol.

- En la técnica original se pasan los cortes de tejido por --




KMNO4 durante 3 minutos, luego se pasan a lavar en agua pa-
ra después blanquear con acido oxalico al 2% durante 30 se-
gundos y se lavan en agua y en la modificada no se realizan

estos pasos antes mencionados.

- En la técnica original se tifien después con Van Gienson di-
luido durante 3 minutos y en la modificacidén se contrasta -

con azul de metileno durante 30 segundos.

- En la técnica original la deshidratacioén se realiza con al-
cohol al 95%, alcohol absoluto y se aclara con xilol para -
después pasar al montaje y en la modificacidn se estilan --
las laminillas, se secan con papel filtro y se aclaran con
xilol con 2 cambios en cada uno durante 10 segundos, se mon

tan. Estos pasos son después del contraste.




DISCUSIONES

De acuerdo a la casuistica estudiada bajo los pun-
tos de vista macroscépicas y microscépicas, aplicando las téc
nicas‘de Ziehl Neelsen y Fite Faraco para el diagnéstico del
Mycobacterium Tuberculosis, debe de tenerse en cuenta lo si--

guiente:

- Que la frecuencia de tuberculosis bovina es alta en base a
los casos sospechosos macroscdpicamente, habiendo llegado -

ésta al 50% mediante la comprobacidn histoldgica.

- Este porcentaje es muy significativo, ya que revela que la
incidencia de tuberculosis en ganado bovino, es alta en - -
nuestro medio, el cual debe ser un motivo de preocupaciéh,
tanto para las autoridades sanitarias encargadas de supervi
sar la aplicacion de normas destinadas a regular el uso de
carne de bovino‘para consumo humano y también alertar a los
médicos veterinarios y zootecnistas para que tomen concien-
cia del problema epidermioldgico que representa la tubercu-

losis en nuestro medio.

- Es de importancia fundamental, tener en cuenta las caracte-

risticas macroscdépicas, para sospechar de la existencia de




un proceso tuberculoso, tales caracteristicas fueron el au-
mento en el tamafio de los ganglios linfaticos oscilando en-
tre 1 - 1.5 cms. de didmetro, la consistencia generalmente
aumentada (dura), la coloracidn blanquecina. Estos cambios
no se presentan en ausencia de enfermedad tuberculosa,tal -

como se mostrd en nuestro estudio.

- Los cortes histoldgicos de tejido negativo (control negati-
vo) y positivos (control positivo) al bacilo tuberculoso, -
son de una utilidad indiscutible en el diagndstico de casos
sospechosos de tuberculosis al aplicar las técnicas de colo

racion modificadas de Ziehl Neelsen y Fite Faraco.

- El1 diagndstico de tuberculosis, debe estar apoyado aparte -
de la gresencia del mycobacterium tuberculosis por otras ca
racteristicas histoldgicas propias de los granulomas que --
por orden de importancia son los siguientes:

- CELULAS EPITELIODES.

CELULAS GIGANTES DE LANGHANS.

!

REACCION INFLAMATORIA CRONICA LINFOPLASMOCITARIA.

!

NECROSIS.

FIBROSIS.




En mi opinidn la variacidn en la cantidad de los -
elementos anteriormente mencionados entre un caso y otro, de-
pende fundamentalmente en el estadio evolutivo de la lesidn -

histoldgica.

- En cuanto a las modificaciones hechas a las técnicas de tin
cidén de Ziehl Neélsen y Fite Faraco para la demostracioén --

del mycobacterium tuberculosis en relacidn a las técnicas ori

ginales de las mismas, fueron los siguientes puntos:

- GROSOR DEL CORTE.

- TIEMPO.

— APLICACION DE CALOR.

— ELIMINACION DE ALGUNOS REACTIVOS.

- APLICACION DE TIEMPOS NO ESPECIFICADOS.

En cuanto al tiempo de tincidn en la técnica origi
nal de Ziehl Neelsen es de aproximadamente de una hora con 20
minutos y en la técnica modificada es de aproximadamente de -

treinta y cinco minutos.

Y el tiempo de coloracidén en la técnica original -
de Fite Faraco es de aproximadamente de 17 horas con 5 minu--
tos y en la técnica modificada es de aproximadamente de trein

ta y cinco minutos.




Al haber realizado varias veces las tinciones modi
ficadas de las técnicas de Ziehl Neelsen y Fite Faraco, se lo
gré constatar que es mads sencilla y econdmica, la técnica de

tincidén modificada de Ziehl Neelsen que la de Fite Faraco.




1.-

CONCLUSIONES

La frecuencia de tuberculosis fue del 50% de acuerdo a la

casuistica estudiada.

Las variantes de las caracteristicas macroscdopicas son —--
evidencias altamente sugéstivas en lesiones por el myco--
bacterium.tuberculosis.

El aumento del tamafio de los ganglios linfaticos -
mayor de 1 centimetro, la consistencia dura y la colora--
cidén blangquecina, son las caracteristicas macroscéOpicas -
altamente sugestiva de un proceso tuberculoso, ya que la
variacidén es muy marcada en comparacidén a un tejido de --

ganglio normal.

La aplicacién de controles positivos y negativos son de -

gran utilidad en las técnicas de coloracidn modificadas -
de Ziehl Neelsen y Fite Faraco para el diagnéstico de ba-
cilos tuberculosos (mycobacterium tuberculosis) en casos

sospechosos.

Los criterios para el diagndstico de tuberculosis, aparte
de la presencia del mycobacterium tuberculosis, por orden

de importancia son los siguientes:




- CELULAS EPITELIODES.

- CELULAS GIGANTES DE LANGHANS.

— REACCION INFLAMATORIA CRONICA LINFOPLASMOCITARIA.
- NECROSIS.

- FIBROSIS.

De acuerdo a las modificaciones hechas a las técnicas de

tincidén de Ziehl Neelsen y Fite Faraco, se logrd que se -
reélizaran ordinariamente con el mismo tiempo y tan senci
llo como la de Hematoxilina y Eosina en el Laboratorio de
Patologia de la Facultad de Medicina Veterinafia y Zootec
nia de la Universidad de Guadalajara. Siendo esto a la --

vez un acervo en los recursos de diagndstico de la misma.
Las técnicas de tincidén modificadas de Ziehl Neelsen y Fi
te Faraco, se logrd constatar que es mas sencilla y econd
mica la de Ziehl Neelsen que la de Fite Faraco.

RECOMENDACIONES

Se sugiere gque cuando se tenga un caso sospechoso

o sugestivo de tuberculosis, se practiquen cuando menos cinco

cortes histoldégicos (5 niveles), ya que en algunos casos, en




el primer nivel no se puedan encontrar todos los elementos su

gestivos de tuberculosis y en los posteriores si.




RESUMEN

Se procedié a estudiar 12 casos de tejido de gan—-
glio linfdtico y pulmén de ganado bovino sospechoso de tuber-

culosis, encontrando el 50% de positividad en éstos casos.

Se realizaron cortes histoldgicos de éstos aplican
do las técnicas de coloracidén modificadas de Ziehl Neelsen y
Fite Faraco (para demostracién dl mycobacterium tuberculosis)
utilizando controles positivos y negativos de casos conocidos,
para estandarizar estas técnicas en la Laboratorio de Patolo-
gia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad de Guadalajara. Procediéndose a evaluar las venta
jas y desventajas gque ofrecen las Técnicas Modificadas y su -
utilidad préctica, determinando que la técnica modificada de

7iehl Neelsen es superior que la de Fite Faraco.
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