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INTRODUCCION

La tuberculosis bovina es una enfermedad infecto-contagiosa de curso cronico, cuyo
agente etioldgico es casi exclusivamente el Mycobacterium bovis pero en zonas donde se ha
erradicado, aumenta la importancia relativa de las producidas por el M. avium y M.

tuberculosis.

Comprobada la existencia de tuberculosis bovina en Colombia, conociendo el problema
que representa las leches de animales tuberculosos en salud humana y teniendo en cuenta el
alto porcentaje de leche cruda expendida a los consumidores, se realizo éste estudio tendiente
a demostrar la eliminacion de M. bovis a través de la leche.

El trabajo tiene como finalidad establecer el nimero de vacas en produccion que eliminan
M. bovis por la leche, teniendo en cuenta la positividad 0 negatividad a la prueba de tuberculina

y el estado clinico de la ubre.
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MATERIALES Y METODOS:

Se estudiaron 70 vacas en produccion,
realizando dos tomas de leche con intervalo
de tres semanas para un total de 140
muestras examinadas.

Los animales pertenecian a dos fincas
contiguas, ubicadas en el Municipio de
Simijaca (Cundinamarca) que estaban bajo
control del ICA por presentar 53.9% de
animales tuberculino-positivos de un total
de 1.000 animales.

ta historia clinica, la prueba de
tuberculina en el pliegue anocaudal y la
prueba de mastitis california, fueron los
parametros que se tuvieron en cuenta para
seleccionar los cuatro grupos siguientes: el
primer grupo, conformado por 40 animales
que correspondian al total de animales que
presentaron mastitis cronica y reaccion
positiva a la prueba de tuberculina; el
segundo grupo integrado por 10 animales
con mastitis cronica y reaccion negativa a la
prueba de tuberculina; el tercer grupo lo
componian 10 animaies sin mastitis cronica
y reaccion positiva a la tuberculina y el
cuarto grupo lo integré 10 animales sin
mastitis y reactivos negativos a ta prueba de
tuberculina. Los tres ultimos grupos se
conformaron al azar.

AISLAMIENTO DE MYCOBACTERIAS

A cada una de las vacas se le
recolectaron 50 ml. de leche en cantidades
proporcionaies de los cuatro cuartos. Las
muestras se centrifugaron a 530 g por 5
minutos y de una parte del sedimento
obtenido se realizaron frotis que se
colorearon por el método de Ziehl-Neelsen
(Z. N) para su posterior examen microscopi-
co y determinacién de bacilos acido aicohol
resistentes (3). La parte restante del
sedimento se descontaminé con hidréxido
de sodio al 4.0% por 10 minutos a 37°C,
y se neutralizé con acido clorhidrico al 0.2%
y como indicador de pH, rojo de fenol al
1.0%. Una vez neutralizada la muestra se
centrifugé nuevamente a 2.132 g por 10
minutos (3). De éste sedimento final se
sembraron tubos de tapa rosca con medio

Lowenstein-Jensen c¢on piruvato y se
inocularon cobayos via intra muscular con
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1.0 ml. La lectura de los medios de cultivo
que se llevaron a incubacion a 37°C, se
efectud diariamente por la primera semana
para determinar la presencia de Mycobacte-
rias rapido-crecedoras y luego cada 3 dlas
por las siete semanas restantes de

incubacion.

El estado clinico de los cobayos se
observd diariamente durante 138 dlas. Tres
semanas post-inoculacion se efectuaron
pruebas tuberculinicas intradérmicas com-
parativas en los cobayos, utilizando tuber-
culina del centro Panamericano de Zoonosis
“Cepanzo’”, as(: 1.0 mg/ml. de PPD bovino
se diluy6é 125 veces y 0.5 mg/ml. de PPD
Aviar se diluyd 62.5 veces con agua
destilada estéril. Logradas las diluciones se
inyect6 0.2 ml. de cada una de las
tuberculinas en el costado de los cobayos
en linea horizontal. Las lecturas de la prueba
se realizaron a las 24 horas midiendo el
diametro eritemal.

Los cobayos que murieron a causa de las
lesiones y los que se sacrificaron, se les
realizdé una minuciosa necropsia, obtenien-
do tejidos para realizar impresiones y su
posterior examen baciloscépico (coloracion
de Z.N), examen histopatologico y siembras
tisulares en medios Lowenstein-Jensen vy
Stonebrink.

TIPIFICACION DE LAS CEPAS
AISLADAS:

Se realizaron las observaciones siguien-
tes: examen baciloscépico de los frotis de
leche e impresiones de érganos lesionados
(Ziehl Neelsen), examen histopatologico
para observar el poder patégeno de
destruccion tisular, tiempo de aparicién de
colonias en los medios Lowenstein-densen
con piruvato, Lowenstein Jensen vy
Stonebrink, morfologia de las colonias,
temperatura optima de crecimiento (37 y
45°), comparacion de crecimiento de las
colonias en los tres medios empleados,
cromogenicidagd y fotocromogenicidad,
prueba de niacina(3,4), prueba de catalasa a
temperatura ambiente (4,5) catalasa inacti-
vada a 68°C (4,5), nitrato reducccién (5),
hidrolisis del Tween 80 (5) y prueba
biolégica tomada como base para Ila
clasificacion de la virulencia de las cepas
para el cobayo (4,7).



RESULTADOS Y DISCUSION:

Al examen de las 420 laminas (3 frotis
por muestra de leche) coloreadas con
Ziehl-Neelsen, solamente una lamina pre-
sento bacilos acido alcohol resistente. Si se
compara este resultado obtenido con el
diagndstico de aisiamiento en 10s medios
de cultivo y la inoculacion en cobayos, el
examen microscopico de los sedimentos de
leche tiene una co-positividad de 12.5% y de
11.1% respectivamente, haciéndose eviden-
te la baja sensibilidad de éste meétodo de
diagnostico para M. bovis. Un total de 16
sedimentos de leche (11.43%, presentaron
crecimiento de microorganismos acido

alcohol resistentes, entre la segunda vy
octava semana de incubacién, en el medio

de Lowenstein Jensen mas piruvato. Reali-
zadas las pruebas microbiolégicas para su
clasificacion, ocho cepas se reconocieron

como Mycobacterias atipicas y ocho
como M. bovis correspondientes a b5

animales, confirmandose asl la presencia de
M. bovis en leche de bovinos (2).

El aislamiento por cultivo, analizado
segun el niumero de muestras, tiene una
co-positividad del 88.8% frente al aisla-
miento por inhocuiacion en cobayos y del
100% si se analiza por el numero de
animales diagnosticados como positivos a
M. bovis en el primero y segundo muestreo.
Esto demuestra la mayor sensibilidad del
aislamiento por inoculacién en cobayos
frente a otros metodos de diagnoéstico,
hecho que esta de acuerdo con |0 reportado
en otros estudios (3.4.5).

Las muestras que presentaron aisla-
miento de Mycobacterias atipicas 6 M.
bovis, provenfan de animales positivos a la
prueba de tuberculina anocaudal. No se
aislaron Mycobacterias en leches de
ninguno de Ilos animales tuberculino
negativos con 6 sin mastitis.

La tabla 1, relaciona el estado de la ubre,
las pruebas de tuberculina, el tiempo de
aparicion de colonias y lesiones en el
cobayo en el primer y segundo muestreo.

La tabla 2, muestra las caracteristicas
microbiolégicas, y bioldégicas que se

tuvieron en cuenta para la clasificaciéon de
las mycobacterias aisladas. Una vez mas se

evidencio la poca afinidad del M. bovis por
jos medios con glicerol (4).

De los 140 cobayos inoculados con los
sedimentos de leche, solamente nueve
animales fueron reactores positivos a la
tuberculina mamifera y negativos a la aviar
en la prueba intradérmica comparativa e
iguaimente presentaron lesiones macro y
microscopicas propias de una infeccion
tuberculosa activa. La Tabla 3, muestra
los resultados de las pruebas de tuberculina
comparativa, la severidad de las lesiones
(signos) y la lectura semicuantitativa de la
bacitoscopia de los diferentes 6rganos de
los cobayos y su correspondiente niumero
de vaca, que una vez realizadas las pruebas
para la tipificacidon det gérmen, se identifica-
ron como eiiminadoras de M. bovis.

CONCLUSIONES Y RECOMENDA-
CIONES.
Por primera vez en el pals, se realiz6 una

investigacion para aislar e identificar M.
bovis en leches pertenecientes a animales

tuberculino positivos con y sin mastitis
clinica y para comparar los hallazgos frente
a animales tuberculino negativos con y sin
mastitis.

De los 50 animaies tuberculino positivos
examinados, se aisld e identificé M. bovis
en 5 vacas, cuatro con mastitis clinica y una
sin manifestacién clinica de la glandula
mamaria.

El hecho de aislar M. bovis en un 10.0%
de los animales tuberculino positivos, y por
las implicaciones patolégicas para la salud -
humana, se hace necesario que las
entidades de salud, tomen acciones inme-
diatas tendientes a: Intensificar la campafia
de tuberculinizacién en bovinos para
conocer la real incidencia de la tuberculosis
bovina en en pals; proyectar e implementar
legalmente y ejecutar una campafia tendien-
te a la erradicaciéon de la enfermedad; tomar
lag acciones conducentes para evitar el
comercio de leche - cruda y establecer
politicas de control médico para el personal
que labora en fincas donde se detecten
animales positivos a la prueba de tubercu-
lina.

El método de diagndstico por inocula-
cion de cobayos es la prueba que ofrece la
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.mayor sensibilidad. El examen de frotis
teiidos con Ziehl-Neelsen, por presentar
una co-positividad tan baja con relacién a
las otras técnicas de diagnostico no se
recomienda como método diagnostico para
detectar animales que eliminan M. bovis a
través de la leche.

El diagndstico por cultivo realizado en
forma seriada en el mismo animal tiene una
co-positividad del 100.0% frente al aisla-
miento en cobayos, no asl en muestras
independientes donde la co-positividad fué
del 88.8%.

La prueba de tuberculina comparativa en
los cobayos, detectd la totalidad de los
animales que desarrollaron lesiones tuber-
culosa por inoculacién de los sedimentos de
leche,

RESUMEN

En el presente trabajo se trata de
determinar el numero de animales que
eliminan M. bovis a través de la leche, con
las siguientes caracteristicas: animales
tuberculino positivos con 6 sin mastitis cll-
nica y animaies tuberculino negativos con y
sin mastitis clinica.

Del total de muestras sembradas con el
sedimento de las leches se obtuvieron 8
cepas clasificadas como M. bovis y 8 cepas
de Mycobacterias atipicas. Todas las cepas
patogenas para el cobayo correspondieron a
M. bovis pertenecientes a éstas cepas a
CiNCO vacas. |

Tabla1. Prueba de tuberculina y estado de la ubre de los bovinos con respecto al tiempo de
aparicion de colonias Ziehl-Neelsen positivas, y patogenicidad para el cobayo a

partir de sedimento de leche.

Tuberculina Primer muestreo Segundo muestreo
Tiempode Lesiones Tiempode Lesiones
Vaca Prueba simple aparicion tiempo en aparicion tiempo en
No. M.C.T.” caudali colonias dias colonias dias
(mm) (dlas) (dias)

__—_______"________——_—“_--_—“____———“

A-23 - 15.3 50
73 + 13.7 14
122 + 11.2 50
194 _ 13.3 13
384 + 26.4 56
657 + 27.0 57
884 - 5.8 13
926 — 12.0 14
944 + 20.8 60
1716 - 8.2 14

g4'1) Estéril No.l?
No.:2) 14 No:2)
g1 Estéril 93(2)

No @ 13 No.(2
g2{1) 50 93(2)

g2V 53 100 (2)
No.® Estéril Na(2)

No.(2) Estéril No.(2)
go(!) 59 138(2)
No.®@ 14 No.®

m————————w

(1): Tiempo de muerte de los cobayos, debidas a las lesiones

(2): Tiempo al sacrificio
*: Prueba de Mastitis California
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Tabla 2. Caracteristicas microbiolégicas de las colonias aisladas a partir del sedimento de
leche.

o ——————————————— s T I RN =,

Crecimiento entre 13-14 dias de incubacioén a | Crecimiento entre
37°C 50-60 dias de
incubacién a 37°C

Caracteristicas

Pigmentadas No pigmentadas No pigmentadas
CrecimientoenL.J.* + + —-—
Crecimiento en
L.J.P.** T | + +
Morfologlia de colonias Lisas a asperas, Lisas, convexas y Blancas, humedas y

himedas hamedas convexas

Morfologia celular Bacilos acido alcohoi resistentes
Crecimientoen L.J.P. -4 4= -+
a37°C
Crecimientoen L.J.P. — -4 —
a 45°C T
Produccién de ~4- — J—
pigmento con luz Anaranjadas
Produccion de + —— —
pigmento sin luz Anaranjadas
Prueba de Niacina — —— —
Patogenicidad para el —_— o— -+
cobayo
Tuberculina mamlifera —_  — 4
(cobayo0s) |
Tuberculina aviar _— — —_—
(cobayos) | )

*  Medio Lowenstein Jensen
“* Medio Lowenstein Jensen con piruvato
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Se encontrd un porcentaje de co-positi- Se encontro un porcentaje de co-positi-

vidad del 11.1% entre la prueba de vidad del 88.8% entre la prueba de cultivo de
bacildscopia de los frotis de l0s sedimentos los sedimentos de leche con respecto a la
de leche con respecto a la prueba de prueba de inoculacionh de cobayos.

inoculacién en cobayos, y un porcentaje de
co-positividad del 12.5% entre la prueba de
baciloscopia de los frotis de los sedimentos
de leche con respecto a la prueba de
aislamiento en medios de cultivo.

Tabla 3. Prueba de tuberculina y baciloscopia en cobayos inoculados con sedimentos del
primero y segundo muestreo de animales confirmados como eliminadores de
Mycobacterium bovis en leche.

| Tubercu- Tubercu- Baciloscopia a la necropsia
Vaca Muestreo lina lina Signo*
No. mamifera Aviar
(mm) (mm) Bazo Higado Pulmén Ganglios

03 10. 10.0 2.0 V H-+ +H + H-

20. 0 0 0 — — - -
- 10. 10.0 0 V -+ + 1+ H-

20. 13.0 0 | Ht H T T
28 10. 11.0 2.0 v +H+ +H- — T

20. 9.0 0 1l ++ +H- - +H-
657 10. 120 0 y +H TH + +H-

20. 11.0 2.0 11 +H -+ — +
04s 10. 9.0 0 \Y, +H- - — +

2. 100 0 v H H +

* Diferentes grados de tuberculosis en cobayos (segun tabla 4).
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