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I N T R O D U C C I O N 

OFICINA QE 
OIFUSION Cll.NTIFICA 

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 como un problema ao­

aio-econ6mico y de salud pública, que mas tarde o mas tempr~ 

no tendrán que ser solucionados en todos loe países. (8) 

Si relacionamos esta enfermedad con la población mundial­

de ganado encontramos la siguiente dietribucióna 

1/3 En paises donde la Tuberculosis Bovina está con-­

trolada o erradicada. (Prevalencia menor del 0.5%) 

E. U., Canadá, Fi~landia, Holanda, Cran Bretaña,­

Paises Escandinavos. 

Prevalencia del 0.5% al 3%.- América Central y A!!, 

tillas. 

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

Italia, Sud-América y otros países. 

1/3 En países donde la prevalencia es desconocida. 

Es difícil obtener información sobre la verdadera 

prevalencia en el resto de los países. (9) 

En México la población de ganado lechero en producción se­

estima en 5'800,000 cabezas, que tienen una producción anual­

promedio por vaca de 1,815 Lts. 

La prevalenoia de Tuberculosis Bovina se ha estimado en un 
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20%y la pérdida de producción lactea se valúa en 210'540,000 Lts. 

anuales. (3) 
\,, 

Las pérdidas estimadas por decomisos en loe 3'031,000 de cabe­

zas de ganado productor de carne sacrificado eft rastros anualmen­

te y a nivel nacional es de 72,744 canales oon un total de 11'493, 

552 Kgo. de carne decomisada de 606,200 animales infectados. (3) 

Considerando la importancia social y ·econ.Smi~ar,:~e;;e~'ti~e-
// , .. ,. -- • 1 ~~7! 

dad debe ser controlada y posteriormente errad~cada •. (T) .; )<:' 
. 1 ' J 

Existen 3 cri terioe en la eliminación de reactores Tuberc~Íino-
·' ..!! 

positivos a 

1 

2 

Detección y Segregación 

Detección y Tratamiento 

3 Detección y Sacrificio 

Siendo este último el mas adecuado. (6) 

Es indudable la importancia de una diagnósis 

Ll '"', ¡.,¡\ O E. 
QlfUS\ON G\&1'111HGA 
correcta en los --

programas de control de cualquier enfermedad¡ en una Campaña de '11! 
berculosis Bovina, el Laboratorio de Diagnóstico es de gran ayuda­

para la confirmación del Diagnóstico hecho en el campo ó en el ra!_ 

tro y para controlar la eficacia de la Prueba Tuberculínica, bajo­

las condiciones continuame.nte cambiantes durante el período de err,!_ 

dicación. 

La Clasificación de las Micobaoterias aisladas de diferentes -­

fuentes puede contribuir en la determinación de las causas de las­

reacciones específicas a la tubercul~na y en la investigaoi6n del­

orígen de infecciones tuberculosas en los animales y en el hombre. 

( 5) 

Además de los tipos clínicos tuberculosos bey otros muchos mie~ 

broa del género que se entremezclan con ellos, bien produciendo 1~ 

sienes de tipo tuberculoso no progresivas o bien provocando sensi­

bilización cruzada que confunden la interpretación de las pruebas­

diagnósticas basadas en la reacci6n alérgica. 

. .. 
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MATERIAL Y METODOS.-

BIOLOGICOSs 

50 (cincuenta) Bovinos hembras tuberculina positivos en pro­

ducción. 
- Tuberculina Bovina, Cepa Valle libre de Albumosa 50,000 U.T. 

X ml. 

CRISTALERIAs 

a) Tubos pyrex tapón rosca baquelita para cultivo. 

b) Pipetas (1, 5, 10 ml.) y un sucoionador de goma oon llave-

de paso. 

o) Porta objetos y cubre objetos. 

d) Vacos de precipitado 50 1 100 y 500 ml. 

e) Probetas de 50, 100 y 1,000 ml. 

f) Uatraz de Erlen Meyer de 1 1 000 ml. para distribución de me-

dios. · 
·g) Balones volumétricos fondo plano aforado de 10, 50, 100 y -

1,000 ml. 

INSTRID-ffiHTOS s 

a) Coaeulador de medios 

b) Homogenizador de medios 

e) Campana para cultivo con presión negativa 

d) Bomba de vaoío 

e) Caja metálica para material contaminado 

f) Centrífuga de 500 a 5,000 r.p.m. 

g) Estufa de cultivo 

h) Microscopio compuesto 

Coloración Ziehl-Neelsen 

.. 
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... 
!>ffiDIOS 'DE CULTIVO 

LOHENSTE!n JENSEN' (con glicerina) (2) 

Fosfato Monopotáaico Anhidro -------------------- 2.4 g. 

Sul:fato de !•lagnesio -------------------- 0.24 

Citrato de Magnesio -------------------- 0.6 

Asr-aragina. -------------------- 3.6 

Glicerina ---------- 12 

Agua destilada -------------------- 600 

Verde malaquita 2% -------------------- 20 

Huevos enteros --------------------1,000 

PRSL\RACI01i I'REVIA :!)E SOLU"CIONES1 

Mezcla de coloraci6nt 

Solución Acuosa de verde de malaquita 

Forma oxálica 2% 
Verde malaquita 2 g. 

A6ua destilada 100 ml. 

mg. 

mg. 

g. 

ml. 

ml. 

ml. 

ml. 

Disolver por c~lentamiento, Esterilizar por Autoclave 121° C.-

15 min. 

Dejar enfriar al medio ambiente 

FH~'PARACION DE SALESs 

Mezcla Salinar 

Fosfato Monopotási e o anhidro 

Sulfato de Magnesio 

Citrato de Magnesio 

Aspar!!gina 

2.4 
0.24 

0.6 

).6 
Disolver en 200 ml. de agua destilada 

g. 

mg. 

mg, 

g. 

.Baño mnr!a hasta la disolución de la Asparagina. 
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... 
pasar a un matraz de ·2 1000 ml. de capacidad, agregar agua destil~ 

da hasta completar 600 ml. ~ 12 ml. de glicerina.- Esterilizar en 

autoclave por 20 min. 15 libras de presi6n. Dejar enfriar a temp~ 

ratura ambiente. 

L~VADO Y DESINFECCION DE LOS RUEVOSt 

L~var con agua y detergente usando un cepillo, procurando no­

agit~rlos demasiado, 

La desinfección se hace con alcohol et!lico durante 15 min. r~ 

posándolos en una charola. 

TEClHCAa 

Se van rompiendo los huevos uno a uno en el borde de la probe­

ta est~ril de 1,000 ml. y vaciando en ella el contenido, de ah!­
se traspasan al frasco del homogenizador donde se mezclan cuidan­

do de no causar exceso de burbujas. 

Los huevos ya ho:nogenizados se pasan a un matraz de 2,000 ml.­

donde ya está la solución de salee, L. Asparagina ~ Glicerol adal!_ 

tando a la boca del matraz un embudo con un filtro de gasa y al~ 

dón y se agrega a la solución de verde de :nE,laqui ta.- Posterior­

mente se llena el fraccionador de medios, para la dietribución del 

mismo, cuidando de cerrar con pinza de Mohof' el cañón de goma de­

salida. 

Distribu!r el medio utilizando la campana y .pinza de Mohor tr& 

bajando en forma estéril y evitando la formación de burbujas. 

Distribuir el medio en cantidades de 9 ml·. en tubos est~riles­

dc 20 X 125 mm. oon tapa de rosca. 

Poner a coagular dejando los tubos inclin~dos por 40 min. por-

800 c. 
Terminando la coat-ulaci6n se dejan enfriar los tubos 30 min. Y 

luego incubar. (estufa bacteriolóeica por 24-48 hrs.), para con--... 
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trolar su esterilidad y eliminar ,¡:,_ agua de condensación e:r.:cesiva. 

Nota,- El color del modio es verrc.J pistache. 

MEDIO DE ST01'EBf.INK-LESSLIE (4) 

MEZCLA SALINA,-

Piruvato de Sodio 

Fosfato de Potasio Dihidrogenado 

Agua Destilada 

Huevos enteros 

MEZCLA PARA LA COLORACION,-

Cristal violeta 

Solución acuosa de verde de malaquita 
2% (forma oxálica) 

Agua Des ti lada 

Ciolohexamida (aotidione) 

EQUIPO NECESARIO.-

6.25 g. 

2.5 g. 

375 ml. 

1,000 ml. 

125 mg. 

1 ,000 mg. 

125 ml. 

o. 75 g. 

Es el mismo descrito para la preparación de Lowenstein Jensen. 

METODO DE PREPARACION.-

·Agregar a 500 ml. de agua n.estilada en un matraz de 2,000 ml. 

de capacidad loe fosfatos y el piruvato de sodio. 

Mezcle hasta obtener completa disolución. 

Esterilice en autoclave 20 min. a 15 libras de presión. Deje 

enfriar a temperatura ambiente. 

Los siguientes pasos en la preparación del medio y su fracci~ 

namiento se efectúan en la forma descrita para el Lowenetein-Je~ 

sen.- El color del medio es azul intenso, 
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RECOLECCION Y PROCESO DE ESPECIME.NES .,_ 

MA'l'ERIAL.-

Tubos con ieopos estériles 

Termo con refrigerantes 

Iodo al 5 % 
l~ariguero 

TEC~TICA.-

Entrampar al animal 

Desinfección del rmriguero con Iodo al 5 % 
IrJmovilización de la oabeza 

Toma del especimen mediante un 1sopo 1 tomando de los orifi­

cios nasales y faringeos 

Registro del número del animal en el tubo 

Envío de la muestra al Laboratorio en un termo con refrigeraa 

tes 

Reb~stro de la muestra en el Laboratorio 

CUL'riVO DE LA NUESTRAs 

Decontaminación del isopo en Ul1 tubo con tapa de baquelita -­

que contiene 2 ml. de ácido oxálico. 

Incubación del mismo durante 10 min. a 37° C. 

Remoción del isopo previo escurrimiento del mismo presionánd~ 

lo sobre la pared del tubo y centrifugar a 1 1 600 r.p.m. dura~ 

te 5 min. 

Eliminac.iÓrl del sobrenadante en la caja de material oontalllin!. 

do. 

A~regar 2 ml. de una solución de cloruro de sodio al 0.85%. 
Centrifugar a ? 1 600 r.p.m. durante 5 min. 

Eliminación del sobrenadante en la caja de material contawin~ 

do. 

Agregar 1 ml. de agua destilada. . .. 



- 8-

- Centrifugar a 1,600 r.p.m.''durante 5 min. 

Eliminación del eobrenadante en la caja de material contami­

nado. 

Susrender en 2 ml. de agua destilada 

Hacer frotis y teñir con Ziehl-Neelsen 

Cultivar en 4 medios de Lowenstein-JensenJ 2 con glicerina y 

2 sin glicerina.- 2 medios de Stonebrink rara cada especimen 

utilizando una pipeta Paateur por especimen. 

REACTIVOS PARA LA COLORACION DE ZIEHL-NEELSEN (7) 

Solución concentrada de f'ucsina básica saturada en alcohol 

Alcohol etílico al 95~ 
Fucsina básica 

Solución funcional de fucsina básica 

Fucnir!a bá':lica solución saturada en alcohol 
Fenol al 5% (grado analítico) 

Alcohol ácido 

Acido clorhídrico (concentrado) 
Alcohol etílico al 95% 

Contracoloración verde brillante 

Verde brillante 
Solución de RONa al 0.1~ 

100.0 m l. 
).O g. 

1 o.o ml. 
90.0 ml. 

3.2 m l. 
97.0 m l. 

1.0 g. 
100.0 11!1• 

PROCEDIMIENTO PARA EJECUTAR LA COLORACION DE ZIERL-NEELSEN 

- Hacer un frotis y fijar al calor 11cortando 11 la llama del me 
• chero 2 a 3 veces con el portaobjetos. -

Agregar al frotis ya fijado fucsina de Ziehl, calentar has­
ta el desprendimiento de vaporea durante 3 min. 

Enjuagar con agua destilada 

Decolorar con alcohol ácido por 15 aeg. 

Fnjuagar con agua destilada 

- Contracolor~ci6n con verde brillante alcalino por 3 min. 

Lavar con agua de2tilada y secar; observar al microscopio bajo 
objetivo de inmeroión bacilos alcohol ácido resistentes de co­
lor rojo. . .. 
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CARA.CTERISTICAS 
~ ~-' 

CORRESPOND:r,ENTES 
~ C3 

A 3 ESPECIES y.:A.A GRUPOS NO CLASIFICADOS DE MICOBACTEBIAS (7) 

CARACTERES 

Tiempo de a 37° e 
Aparición (días) a 45° C 

Producción de (con luz) 
Pigmento (sin luz) 

Acordonamiento 

MorfologÍa de Colonias 
(en medio L.Jensen) 

Patogenicidad 
Animal: Cobayo 

Conejo 
Pollo 

--· - _j 

E S hEIC I E S 
M.J3ovis M.Avium. 

13-20 13-20 
No crecen 6-13 

+ 

Mamila da 
Irregular 

+++ 
+++ 

Lisa 
Convexa 
Húmeda 
Entera 

yersin 
+++ 

M. Tuberculosis 

13-20 
No crecen 

+ 

Seca 
Aspera 
Amontonada 
Irregular 

+++ 

e:, GRUPOS DE RUNYON 
I II III IV 

13-20 13-20 13-20 6 ó menos 
No crecen No crecen ... Variable 

+ + Variable 
+ Variable 

Variable 

Lisa Lisa Lisa 
Aspera Aspera Convexa Variable Convexa Convexa Húmeda 
Húmeda Húmeda Entera 

Entera 

------------------------------------------------------------------------------~---------------------~ 
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RESULTA!Xl~:!-

DE LOS 50 •;ASOS SE OB'l'UVIERON LOS SIGUIENTES RESULTA!XlSa 

50 --

45 -:: 

40 -: 

35 -: 

8% 

F~'ifJ M. Bovis 10-18-19 

jjjj( IJ M. Tuberculosis Hominis 12-40-49 

D Grupo III &myon 2-21-23-28-33 

§~~ª~ Contaminados 4-8-14-45 

~ Neeativos los números restantes 

NOTA.- Estos números corres 
penden al registro : 
del laboratorio. 
Ver tabla No. 1 
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D I S C U S I O N 

"· 
De los 50 casos que se trabajaron en el Laboratorio se 

observó que el 781- resultó negativo a cultivo por lo cual­

se considera que no existe una correlación entre la positi­

vidad a la !,)rueba tuberoul!nica y la eliminación del bacilo 

en el animal enfermo. 

El 22% de los animales reactores positivos a la prueba­

de tuberculina resultaron positivos a cultivo, no pudi~ndo­

se diferenciar desde un punto de vista cl!nico las reaccio­

nes ~revocadas por la tuberculina y las variedades de mio~ 

bacterias. , 

• 
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C O NC '.~ tT SI O N E S 

La prueba de tuberculin;¡ detecta animales que estuvieron­

en contacto con micobaoteriaa, pero no nos indica el grado de 

evolución de la u.iama por lo cual es r1ecesario complementar 

el diagnóstico de campo con exámenes de laboratorio. 

El diagnós.tico de laboratorio por medio de cultivo se oons!_ 

dera como el m~todo mis exacto para detectar loe casos abier­

tos y diferenciúr micobaoterias, en base a su velocidad de or~ 

cindento, pigmentación, acordonamiento, morfología de las co­

lonias y patogenicidad a anim~les susceptibles. 

Se observaron contamin&ntes en medios de Lowenstein-Jenaen 

pudiendo ser la causa de que es rico en lípidos y aminoácidos, 

para evitarlo se sugiere el uso de penicilina a razón de 10-

tr.I. por ml. pQra reducir la contaminación. (1) 

Cabe señalar que M. Tuberculosis ~nicamente creció en ~e-­

dios con glicerina, cualidad que lo diferencia de M, Bovis.-­

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

En el caso de Stonebrink no se observ6 ninguna contamina-­

ci6n debido a que este medio lleva un antibi6tioo como lo es­

el actidione (10) el cual act~a como un bactericida en el me­

dio.- Inhibiendo bacterias como Aerobaoter, Bacillus ~coides, 

Subtilis, E. Coli, Proteus Vulgaris, Pseudomonas Aeruginosa,-... 
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... 
·,, 

Salmonella, Staphloooocus Aureus, Streptocoocus .Faeoalia, -- . 

. Pyogenes. 

Baoiloscopia.- Se procedió a elaborar una laminilla del -

Sedi(Uiento problema y se tiñó con colorantes para bacterias­

ácido resistentes. El valor de este procedimiento es relati-

vo, dependiendo siempre de la concentración de micobacteriaa 

" 
que deberá ser elevado para un resultado positivo, dato que-

se puede corroborar en la tabla No. 1·-

, 

\ 
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S U M.A R I O 

El objetivo de este trabajo se gener6 del problema de­

saber si un animal reactor positivo a la prueba de tuber­

culina se encuentra eliminando el bacilo. 

En el caso de los 4 bovinos de los cuales se aisl6 M.­

Bovis fueron eliminados del establo y se sacrificaron, ea 
oontrándoae lesiones incipientes de tuberculosis y gan­

glios mediastinioos, oaraoter!stioas de esta enfermedad. 

Respecto a la toma de las muestras (isopos) se observ6 

que para tomar muestras de faringe ofrece un grado de di­

ficultad y resistencia en el animal provocando con esto­

ruptura de isopos y mordeduras en el operador. 

En este trabajo se tomaron muestras nasales y !ar!ngeas 

en los 50 casos y observándose que en los casos positivos 

hubo crecimiento por lo qúe se sugiere tomar las muestras 

de las fosas nasales aproximadamente 10 cm. hacia adentro. 

Se seleccionaron los medios de Lovenstein-Jensen con y 

sin glicerina y Stonebrink por ser los mas espeoítioos PA 

ra M. Bovis y M. Tuberculosis. 
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