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INTRODUCCTION

OFICINA OE

v DIFUSION CIENTIFICA
La Tuberculosis Bovina es una de las enfermedades mas im-
portantes en el mundo, ocupa el décimo lugar entre las causas

de muerte y el primero como enfermedad infecciosa. (3)

Esta enfermedad debe ser considerada ¢omo un problema B0~
¢lo~-econdmioo y de salud piblica, que mas tarde o mae'temprg

no tendrdn que ser solucionados en todos los paises. (8)

Si relacionamos esta enfermedad con la poblacidén mundial-

de ganado encontramos la siguiente distriducidn:

1/3 En paises donde la Tuberculosis Bovina estd con—-
trolads o erradicada. (Prevalencia menor del 0.5%)
E. U., Canadd, Finlandia, Holanda, Gran Bretafia,-
Pafses Escandinavos.
Provalencia del 0,5% al 3%.- Amérioa Central y An
tillas.

1/3 En paises donde la prevalencia es alta.~- Alemania,

Italia, Sud-América y otros paises.

1/3 En paises donde la pre#alencia es desconooida.
‘Es dificil obtemer informacién sobre la verdadera

prevalencia en el resto de los pafses. (9)

Ea México la poblacidn de ganado leohero en produceidn se-
estima en 5'800,000 cabezas, que tisnen una produccién anual-

promedio por vaca de 1,815 Lts.

La prevalenoia de Tubsroulosis Bovina se ha estimade en un
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20% y la pérdida de produceién lactea se valda en 210'540,000 Lts.
anuales, (3) h v

 Las pérdidas»estimadas por decomisos en los 3'031,000 de cabe~
zap de ganado productor de carne sacrificado em rastros anualmen-
te y a nivel nacional es de 72,744 canales oon un totai de 11'493,
552 ¥Xgs. de carne decomisada de 606,200 animales infectados. (3)

Congsiderando la importancia social y econémioa/de ey E§§§§R
\,/
dad debe ser controlada y posteriormente erradzcada. (3)

Existen 3 criterios en la eliminmacién de reactores Tubercufino—
p051tiv03| ) , i '
1 '~ Deteccidn y Segregacién : K
2 Deteccidén y Tratamiento . )
3  Deteccibén y Sacrificlo e

Siendo este dltimo el mas adecuado. (6) DWULSK\SKHQ\EUN%H%

Es indudable la importancia de una diagnésis correcta en los -=
programas de oontrol de cualquier enfermedad; en una Campafia de Tu
berculosis Bovina, el Laboratorio de Diagndstico es de gran ayuds-
para la confirmacidn del Diagndstico hecho en el‘cnmpo 6 en el ras
tro y para controlar la eficacia de la Prueba Tuberoulfnica, bajo-
las condiciones continuamente cambiantes durante el perfodo de erra

dicacién. .

- la Clasificacidn de las Micobacterias aisladas de diferentes -~
fuentes pueds contridbuir en la determinacién»de las c¢ausas de las-
reacciones especfficas a la tuberculina y en la investigacibn del-
or{gen de infsociones tuberculosas eﬁ los animales y en el hombre.
(5) o

Ademis de los tipos clinicos tuberculosos hay otros muchos miem
bros del gérero que se entremezclan com ellos, bien produciendo le
siones de tipo_tuberculosb no progresivas o bien provocando sensi-
bilizacién cruzada que confunden la interpretacidn de las pruebas~

diagrésticas basadas en la reaccién alérgica.



MATERTAL Y METODOS.-

BIOLOGICOS:

50 (cincuenta) Bovinos hembras tuberculino positivos en pro-
duccidn. N
Tuberculina Bovina, Cepa Valle libre de Albumosa 50,000 U.T.
X ml.

CRISTALERTA:

a)
b)

c)
é)
e)
£)

e).

Tubos pyrex tapén rosce baquelita para cultivo.

“ Piypetas (1, 5, 10 nl.) y un succionador de goma con llave -

de paso. )

Porta objetos y cubre objetos.

Vacos de precipitado 50, 100 y 500 ml.
Probetas de 50, 100 y 1,000 ml.

Matraz de Erlen Meyer de 1,000 ml. para distribuci&n de me-
dios. -

Balones volumétricos fondo plano aforade de 10, 50, 100 y -
1,000 ml.

INSTRUMENTOS s

a)
b)
c)
d)
e)
£)
g)
h)

Cozgulador de medios

Bomogenizador de medios

Campana para cultivo con presidn negativa
Bomba de vaofo _

Caja metélica para material contaminado
Centr{fuga de 500 a 5,000 r.p.m.

Estufa de cultivo

Microscopio compuesto

Coloracidn Ziehl—Neeisen



MEDIOS \DE CULTIVO

LOWENSTEIN JENSEN (con glicerina) (2)

Fosfato Monopotisico Anhidro ' 2.4 &

Sulfato de lagnesio 0.24 mg.
Citrato de Kagnesio » 0.6 mg.
Astaragina ’ 3.6 g.

Glicerina 12 ml.
Agua destilada 600 ml.
Verde malaquita 2% . 20 ml.
Huevos enteros . 1,000 ml.

PRETARACION TREVIA DE SOLUCIONES:

Mezcle de coloracidnt

Solucidn Acuosa de verde de malaquita

Forma oxdlica 2%

Verde malaguita 2 g.

Agua destilada 100 ml.

Disolver por calentamiento, Esterilizar por Autoclave 121° C.-
15 min.

Dejar enfriar 2l medio ambiente

PREPARACION DE SALESS

Mezcla Salinatr

Fosfato Monopotdsico anhidro 2.4 g.
Sulfato de Magnesio 0.24 mg.
Citrato de Magnesio . 0.6 mg,
Aazparsgina 3.6 ge

Disolver en 200 ml. de agua destilada

Bafio marfa hesta la disolucidén de la Asparagina.



Pasar a un matraz de -2,000 ml. de capacidad, agregar agua destils
da hesta completar 600 ml. y 12 ml. de glicerina.- Esterilizar en
autoclave por 20 min. 15 libras de presién. Dejar enfriar a temre

ratura ambiente.

LAVADO Y DESIRFECCION DE LOS HUEVOS:

~ Lavar con agua y detergente usendo un cepillo, procurando no =
agitarlos demasiado.
~ La desinfeccién se hace con alcohol etflico durante 15 min. rg

poséndoloe en una charola.
TECNICA:

Se van rompiendo los huevos uno & uno en el borde de la probe-—
ta estéril de 1,000 ml. y vaciando en ella el contenido, de ghf ~
se traspasan al frasco del hombgenizador donde se mezclan cuidan=
do de no causar exceso de burbujas.

Los huevos ya homogenizados se pasan a un matraz de 2,000 ml.~
donde ya estd la solucidn de 3ales, L. Asparagina y Gl1cerol adap
tando a la boca del matraz un embudo con un filtro de gasa ¥y algo
dén y se agrega a la solucidn de verde de malaquita.- Posterior—-
mente se llena el fraccionador de medios, para la distriducién del
mismo, culdando. de cerrér con pinza de Mohor el cefién de goma de~
salida. . . )

Distribufr el medio utilizando la cempana y .pinza de Mohor tra

bajando en forma estéril y evitando la formacién de burbujas.

Distridbufyr el medio en cantidades de 9 ml. en tubcs estdriles—~

de 20 X 125 mm., con tape de rosca.

Poner a coaguler dejando los tubos inclinados por 40 min. por-
80° C. ‘

Terminando la coagulacién se dejan enfriar los tubos 30 min. ¥y
iuego incubar. (estufa bacteriolégzica.por 24-48 brs.), para con—



trolar su esterilidad y eliminar ~1 agua de condensacidn excesivae

Nota.~ E1 ¢olor del medio es vercs pistache,

" MEDIO DE STONEBIINK-LESSLIE (4)

MEZCLA SALINA.-

Piruvato de Sodio ' 6.25 g.
Fosfato de Potasio Dihidrogenado 2.5 g
Agua Destilada 375 ml.
Huevos enteros 1,000 . ml.

" MEZCLA PARA 1A COLORACION.-

‘Cristal violeta . 125 ng.
Selucién acuosa de verde de malaquita : :
2% (forma oxdlica) 1,000 mg.
Agua Destilada 125 ml. : }
Ciclohexamida (actidione) " 075 g : ;

EQUIPO NECESARIO.~ ' : .

Es el mismo descrito para la preparacibn de Lowenstein Jensen.

METODO DE PREPARACION. -

"Agregar a 500 ml. de agua destilada en un matraz de 2,000 ml.
de capacidad los fosfatos y el piruvato de sodio.

" Mezcle hasta obtener completa disolucién. ‘
Esterilice en autoclave 20 min. a 15 libras de presién. Deje

enfriar a temperatura ambiente.

Los siguientes pasos en la preparacién del medio y su fraccio
namiento se efectlan en lu forma descrita para el Lowenstein-Jen

sen.~ El color del medio es azul intenso.



RECOLECCIOK Y PROCESQ DE ESPICIMENES

\»

MATERIAL,~

Tubos con isopos estériles
Termo con refrigerantes
Iodo al 5 %

Nariguero

TECFICA.~

-

Entrampar al animal

Desinfeccidn del nariguero eon Iodo 21 5 %

Inmovilizacién de la oabeza

Toma del e¢specimen mediante un isopo, tomando de los orifi-
clos nasales y faringeos

Registro del nimero del animal en el tubo

Envio de la muestra al laboratorio em um teruwo con refrigeran
tes

Registro de la muestra en el Laboratorio

CULTIVO DE LA MUESTRA:

Decontamiracidn del isopo en un tubo con tapa de baguelita ~~
que contiene 2 ml. de &cido oxdlico.

Incubacién del mismo durante 10 min. a 37° C,

Remocién del isoro previo esourrimiento del mismo presionfndo
lo sobre la pared del tubo y centrifugar a 1,600 r.p.m. duran
te 5 min. ’ v .
Eliminacibén del sobrenadante en la caja de material oontamina
do.

Agregar 2 ml. de una solucidén de cloruro de sodio al 0.85%.
Centrifugar a 1,600 r.p.m. durante 5 min, '
Eliminacidn del sobrenadants en la caja de material contamina
do.

Agregar 1 ml., de agua destilada.



Centri fugar a 1,600 r.p.m, “durante 5 min. _

Eliminseidn del sobrenadante en la caja de material contami-
nado. V
Sugprender en 2 ml. de agua destilada

Hacer frotis y tefilr con Ziehl-Feelsen

Cultivar en 4 medios de Lowsnstein-Jensenjy 2 con glicerina y
2 sin glicerina.- 2 medios de Stonebrink rara cada especimen

utilizando una pipeta Pasteur por especimen.

' REACTIVOS PARA LA COLORACION DE ZIEHL-NEELSEN (7)

Solucidn concentrada de fucsina bisica saturada en alcohol
Alcohol etflico al 95% 100.0 ml.
Fucsina bisica ) 3.0 g.

Solucidn funcional de fucsina bsioa
Fucaina bisica solucidn maturada en alcohol . 10.0 ml.
Fenol al 5% (grado analftico) 90.0 ml.

Alcokol Acido
Acido clorhfdrico (concentrado) 3.2 ml.
Alcohol etflico al 95% 97.0 ml.

Contracoloracién verde brillante
Verde brillants 1.0 go
Solucién de BONa al 0.1% ~ 7100.0 ml.

PROCEDIMIENTO PARA EJECUTAR 1A COLORACION DE ZIEHI-NEELSEN

Hacer un frotis y fijar sl calor "cortando" la 1llama del me

* chero 2 & 3 veces con el portaobjetos.

Agregar al frotis ya fijado fucsina de Ziehl, calentar has-
te el desprendimiento de vapores durante 3 min,

Enjuagar con agua destilada

Decolorar con alcohol 4cido por 15 seg.

Fnjuagar con agua destileda

Contracolorzcidn con verde brillante alcalino por 3 min.

Lavar con agua destileda y secar; observar al microscopio bajo
objetivo de inmersidn bacilos alcohol 4cido resistentes de co-

lor rojo.
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GHUPOS KNO_CLASIFICADOS DE MICOBACTERIAS (7)

i 3 = S
\5&".1‘ X ——-—"- Rl > 0 .
. \»/’ K » ‘-i
’ ES P\E/C I E S o -GRUPOS DE RUNYON
CARACTERES W.Bovis  M.ivium.  M.Tuberculosis I I IiT v
Tiempo de a 37° C 13-20 13~-20 13-20 13-20 13-20 13-20 6 & menos
Aparicién (dfas) a 45° C No crecen  6-13 No crecen No crecen No crecen + Variable
Produccidn de gcon luz) - - - + + - Variable
Pigmento - sin luz) - - - - + - " Variadle
Acordonamjiento + - + - - - Variable
Morfologfa de Colonias Mamilada Idisa Seca lisa Lisa Lisa
(en medio L.Jensen) Irregular Convexa Aspera Aspera Aspera Convexa Variable
: Himeda Amontonada Convexa Convexa Himeda -8
Entera - Irregular Himeda Himeda Entera
: : Entera
Patogenicidad
Animals Cobayo ++ - +H+ - - - -
Conejo 4 yersin - - - - -
Pollo - et -




RESULTADOE:, -

DE 1LOS 50 JASOS SE OBIUVIERON 10S SIGUIENTES RESULTADOS:

10%

106 8%

Y

f+ Bovis 10-18-19

DI[D] M. Tuberculosis Hominis 12-40-49
(: Grupo III Runyon 2-21-23-28-33
E Contaminados 4-8-14-45

m Negativos los nimeros restantes _-

NOTA.- Estos mimeros correg
ponden al registro -
del laboratorio.

Ver tabla No. 1
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DISCUDSION

N
De los 50 casos que se trabajaron en el lLaboratorio se -
obeervé que el 78% resultd negativo a cultivo por lo cual -
se oonsidera que no éxiste una correlacidn entre le positi-
vidad a la prueba tuberculfnica y la eliminacién del baoilo

en el animal enfermo.

El 22% de los animales reactores poaitivos & la prueba»—
de tuberculina resultarog positivos a cultive, no pudidndo-
se diferenciar desds un punto de vista clfnico las reaccio-
nes provocadas por la tuberculina y las variedades de miog

bacterias. ,
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CONC  iUSIONES

La prueba de tuberculin: detecta animales que sstuvieron--
en contacto con micobaoterias, pero no nos indica el grado de
evolucién de la wisma por lo cual es necesario complementar —

el diegnéstico de campo oon exdmenes de laboratorio.

El diagndetico de laboratorio por medio de cultivo se oonsi
dera como e} método mis exacto para dstectar los casos abler—
tos y diferenciar micobacterias, en base a su velocidad de cra
cidiento, pigmentaciGn, acordonamiento, morfologfa de las co-

lonias y patogenicidad a animales susceptibles.

Se obgervaron contamingnies en medios de Lowenstéin-Jensen
pudiendo ser la causa de que es rico en l{pidos y aminodcidos,
para evitarlo se sugiere el uso de penicilina & razén de 10 -

U.T. por ml., para reducir la contaminacién. (1)

Cabe sefialar que M, Tuberculosis Gnicamente crecid en me-—
dios con glicerina, cualidad que lo aiferencfa de M. Bovig,~

Con esto se corrobora lo dicho por Leaslis. (2).

En gl caso de Stonebrink no se observd ninguna contarina~—
cifén debido & que este medio lleva un antibidtico como lo es~
el actidione (10) el cual aotﬁa‘pomo un bactericida en el me=
" di0.~ Inhibiendo bacterias como Aerobacter, Bacillus Mycoides,

Subtilis, E. Coli, Proteus Vulgaris, Pscudomonas Aeruginosa,-
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N
Salmonella, Staphloococcus Aureus, Streptococcus Paecalis, —°

.Pyogenes.

- Baciloscopia.~ Se procedi6 a elaborar una laminilla del -
sedimiento problema y se tifi§ con colorantes para bacterias-
&cido resistentes, El valor de este procedimiento es relati~
vo, depsndiendo siempre de la concentraoién de Picobacteriaa
que deberf ser elevado para un resultado positivo, dato que-—

se puede corroborar en la tabla No., 1.~
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SUMARIO

El objetivo de easte trabajo se generS del problema de~
gaber 8i un animal reactor positivo a la prusba de tuber~

culing ss encuentra eliminando el bacilo.

En el caso de los 4 bovinos de los cuales se aisld M.-
Bovis fueron eliminados del establo y se sacrificaron, en
oontrindose lesiones incipientes de tuberculosis y gan———

glios mediastinicos, caracterfsticas de esta enfermedad.

Respecto & la toma de las muestras (isopos) se ohservé
que para tomar musstras de faringe ofrece un grade de di-
fioultad y resistencia en el animal provocando con esto -

ruptura de isopos y mordeduras en el operador.

En este trabajc se tomaron muestras nasales y farfngéha
en los 50 oasos y observiandose que en los casos posiiivos
. bubo crecimiento por lo que se sugiere tomar las muestras'

de las fosas nasales aproximadémente 10 cm. bacia adentro.

Se selecaionaron los medios de Lowenstein-Jensen con y
sin glicerina y Sionebrink por ser los mas espec{ficos pa

ra M. Bovia y M. Tuberculosis.
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