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RESUMEN

En México, el diagnostico de tuberculosis bovina se realiza me-
diante las pruebas de tuberculina, cultivo e histopatologia, pero
éstas presentan algunas limitantes de sensibilidad y especifici-
dad. Se evalué la prueba de reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR), a partir de tejidos embebidos provenientes de anima-
les sospechosos de tuberculosis, con la finalidad de compararla
con las pruebas de histopatologia y cultivo microbiologico. La
prueba de PCR, a partir de tejidos embebidos en parafina de ani-
males de matanza regular, permitié detectar un 56,0% de mues-
tras positivas a diferencia de la histopatologia que detecté un
29,0% vy cultivo un 22,0%. El valor de sensibilidad al comparar la
PCR con el cultivo fue de 82%, y con respecto a la histopatologia
fue de 72%. De las muestras negativas a histopatologia, la PCR
detectd el 45,6% como positivas. De las muestras negativas a
cultivo, la PCR detecté un 51,8% como positivas. De las mues-
tras reportadas como sugestivas en histopatologia, es decir con
granuloma pero sin presencia de patdgeno, resultaron positivas
por PCR un 60,6% de los casos. Con base en lo anterior, pode-
mos recomendar el uso de la PCR como prueba complementaria
a la histopatologia con la ventaja de que la PCR identifica bacte-
rias del complejo M. tuberculosis donde se incluye a M. bovis.

Palabras clave: Tuberculosis, histopatologia, bacilos acido al-
cohol resistentes, cultivo, Mycobacterium,
diagndstico molecular, PCR.

ABSTRACT

In Mexico, diagnosis of the bovine tuberculosis, is conducted
by using the tuberculine test, bacteriologic isolation and histo-
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pathological analysis. Considering that some diagnosis
methods are not sufficiently reliable and specific to detect the
presence of the casual agent of this disease, the use of the po-
lymerase chain reaction (PCR) test was evaluated from tissues
with lesion caused by possible Mycobacterium. PCR allowed to
detect the presence of members of the complex Mycobacte-
rium tuberculosis in 56% of the cases, compared with 29% ob-
tained histopathological analysis and 22.0% with bacteriologic
isolation. The sensibility of PCR compared with histopathologi-
cal analysis was of 82% and compared with bacteriologic isola-
tion was of 72%. The 45.6% of samples negative by histopa-
thological analysis were positive by PCR. The PCR test is
recommended to support the histopathologcial analysis with
the advantage that PCR identified species from M. tuberculosis
complex where M. bovis is included.

Key words: Tuberculosis, histopathology, acid-fast-bacillus,
microbiological isolation, Mycobacterium, molecu-
lar diagnosis, PCR.

INTRODUCCION

La tuberculosis bovina es una de las enfermedades zoo-
néticas mas importantes del pais, debido a que provoca cuan-
tiosas pérdidas econémicas en la ganaderia nacional, ademas
del impacto en la salud publica. Esta enfermedad, en el bovi-
no, es causada principalmente por Mycobacterium bovis, per-
teneciente al complejo M. tuberculosis [12]. En México, la tu-
berculosis limita la movilizacion, comercializaciéon y/o exporta-
cion del ganado, con las consiguientes pérdidas econdmicas
para los productores y el pais [11].

En la campafa de control y erradicacion de la tuberculo-
sis bovina, el diagndstico se realiza por medio de la prueba de
la tuberculina, el analisis bacteriol6gico e histopatolégico. Un
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animal que resulta positivo a la prueba de tuberculina se cono-
ce como reactor [11]. La prueba de tuberculina es relativamen-
te rapida, en comparacion al cultivo que dura de 7 a 8 sema-
nas, pero tiene una sensibilidad del 72,0% y presenta reaccio-
nes antigénicas cruzadas con bacterias atipicas [7]. El aisla-
miento del agente etiolégico es una prueba confirmatoria, pero
el cultivo es un proceso largo, pues se trata de un microorga-
nismo que crece lentamente por lo que se requieren semanas
para que las colonias puedan ser observadas [6].

Con el desarrollo de la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR), se han implementado diferentes protocolos para
el diagnostico de enfermedades infecciosas en humanos y ani-
males. Particularmente para el caso de la tuberculosis se han
utilizado como blanco para la amplificacion, regiones especifi-
cas del cromosoma de microorganismos causantes de la pato-
logia, entre estas se encuentran las secuencias de insercion
1IS6110, 1S1081, genes que codifican proteinas como la
MPB70 y una de 65 kDa [2, 10, 13]. Con base en los reportes
anteriores, se plantearon los siguientes objetivos: estandarizar
la prueba de PCR para la deteccion de organismos del com-
plejo M. tuberculosis en cepas de referencia y tejidos de bovi-
nos reactores y no reactores a la prueba de tuberculina. Y
comparar las pruebas de histopatologia, cultivo y PCR en el
diagnostico de tuberculosis bovina a partir de muestras de
campo del noreste de México, recibidas en el laboratorio regio-
nal del Comité para el Fomento y Proteccion Pecuaria del es-
tado de Nuevo Leén, A. C.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizaron cepas de referencia de M. bovis AN5 y M.
tuberculosis H37RV, proporcionadas por el Instituto Nacional
de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégica (INDRE). Se ana-
lizaron 176 bloques de tejidos embebidos en parafina de gan-
glios pulmonares y tejido pulmonar de bovinos con y sin lesio-
nes caracteristicas a tuberculosis bovina que habian resultado
positivos 0 negativos al cultivo microbiolégico.

Seleccion de iniciadores, analisis con secuencias
reportadas en bancos de genes y simulaciones de PCR.

Se seleccionaron los iniciadores que reconocen la se-
cuencia de insercién 1S6110 de especies del complejo M. tu-
berculosis; M1y M2 y TB294, TB850, TB670 y TB505 [10, 14].
Los ultimos 4 iniciadores se utilizan en una PCR anidada. Del
Banco de Genes del Centro Nacional de Informacién Biotecno-
l6gica (NCBI) de la Biblioteca Nacional de Medicina/Instituto
Nacional de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica, se
obtuvieron las secuencias reportadas para Mycobacterium con
las que se realizaron las simulaciones de PCR’s utilizando el
programa computacional Amplify 1,2 [4]. Los iniciadores repor-
tados por Wilson y col. [14] para la PCR anidada, fueron modi-
ficados debido a que al incluir los dos pares en reacciones de
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PCR, éstos formaron dimeros. Estos iniciadores los llamare-
mos TB294M, TB850, TB670 y TB 505M.

Extraccion del DNA

Para obtener el DNA de los tejidos embebidos en parafi-
na se utilizé el método extracto crudo a partir de 3 cortes de 5
micras descrito por Miller y col. [10]. También, se realiz6 la ex-
traccion del DNA, a partir de 3 cortes de 5 micras de espesor,
usando el siguiente protocolo: A los tres cortes realizados en
el micrétomo se les agreg6d 400 pL de solucién amortiguadora
TE pH 8,0, se calentaron los tubos a 70°C durante 10 min y
centrifugaron inmediatamente a 6000 x g durante 1 min. Se eli-
mind la capa de parafina formada en la parte superior del tubo.
Se repiti6 el calentamiento y centrifugado hasta que no se ob-
servo la capa de parafina en la parte superior del tubo. Se
agreg6 50 pL de Lisozima (5 mg/ml), se mezcl6é e incubd a
37°C durante 1 h. Posteriormente se agregaron 75 pL de SDS
10% mas 10 pL de proteinasa K (10 mg/ml), se agitaron e in-
cubaron 10 minutos a 65°C. Se agregan 100 pL de NaCl 5M y
agitaron. Se agreg6 a la mezcla 100 pL de CTAB (2% CTAB,
10 mM de Tris-HCI pH 8,0, 20 mM EDTA pH 8,0; 1,4 M NacCl;
1% PVP 40,000) previamente calentado a 65°C. Se mezclé y
se incub6 nuevamente por 10 minutos a 65°C. Se incubd la
mezcla 5 minutos en agua hirviendo para inactivar enzimas.
Se agrego6 750 pL de SEVAG (Cloroformo:lsoamilico; 24:1), se
homogeniz6 la solucion y centrifugd a 10,000 x g durante 10
min. Se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregé
0,6 volumenes de alcohol isopropilico para precipitar los aci-
dos nucleicos. Se dejo la mezcla a -20°C durante 30 min. Se
sacaron los tubos de —20°C y centrifugaron a 10,000 x g du-
rante 15 minutos. Se eliminé el sobrenadante. Se agregé 1 mL
de etanol 70% frio y se centrifug6 a 10,000 x g durante 5 minu-
tos. Se dejo secar para finalmente disolver el DNA en 20 pL de
TE 1X pH 8 y se almacend a —20°C hasta su uso.

Reacciones de PCR con muestras de tejidos de bovinos

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen fi-
nal de 25 pL, utilizando 25 pmoles de cada iniciador, 200 uM
de cada uno de los 4 desoxinucleoétidos trifosfatados (GIBCO-
BRL), 1 mM de MgCl, 1X de Buffer Tag (200 mM Tris-HCI pH
8,0 y 500 mM KCI) y 2,5 unidades de la enzima Tag-DNA poli-
merasa (Promega). Las condiciones del termociclador para los
iniciadores M1 y M2, fueron: un ciclo 2 min/93°C, seguido de
50 ciclos de dos pasos/ciclo siguientes: desnaturalizacion a
93°C por 45 seg, alineamiento de iniciadores y extensiéon a
72°C por 1,25 min con una extension final de 10 min/72°C. Las
condiciones del termociclador para los iniciadores externos
TB294M y TB850, fueron: un ciclo 2 min/93 °C, seguido de 35
ciclos de tres pasos/ciclo siguientes: desnaturalizacion a 93°C
por 45 seg, alineamiento de iniciadores a 65°C por 1 min y una
extension a 72°C por 1 min, con una extensién final de 10
min/72°C. Para los iniciadores internos TB670 y TB505M, fue-
ron: un ciclo 2 min/93°C, seguido de 50 ciclos de tres pasos/ci-
clo siguientes: desnaturalizacién a 93°C por 45 seg, alinea-
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miento de iniciadores a 48°C por 45 seg y una extension a
72°C por 45 seg, con una extension final de 10 min/72°C.

Analisis histopatolégico y microbiolégico

Las muestras de tejidos con lesiones macroscoépicas re-
cibidas en el laboratorio, se procesaron para analisis histopa-
tolégico y cultivo microbiolégico, mediante las metodologias
oficiales descritas en la NOM-031-ZOO-15 [11].

Anélisis comparativo de pruebas diagnésticas

Se determind la sensibilidad de la técnica de PCR en com-
paracion con la histopatologia y el cultivo, mediante la férmula
descrita por Malorny y col. [8]. El porcentaje de sensibilidad relati-
va = 100 x (concordancia de positivos con la prueba de referen-
cia y PCR) / (concordancia de positivos con la prueba de referen-
cia y PCR) + (falsos negativos por PCR). El porcentaje de espe-
cificidad relativa = 100 x (concordancia de negativos con la prue-
ba de referencia y PCR) / (concordancia de negativos con la
prueba de referencia y PCR) + (falsos positivos por PCR). Para
representar los datos de estimacion de la sensibilidad y especifi-
cidad de las pruebas de PCR se uitilizo la tabla de contingencia
descrita por Burkhard y col. [3]. Por conveniencia, referiremos a
los cuadrantes de la matriz con dos signos y una letra, donde el
primer signo corresponde a la prueba de referencia. El cuadrante
(@) es [(+)(+)] y representa el nimero de muestras con concor-
dancia positiva; el cuadrante (b) es [(-)(+)] y representa falsos ne-
gativos por PCR; el cuadrante (c) es [(+)(-)] y representa falsos
positivos por PCR y el cuadrante (d) es [(-)(-)] y representa con-
cordancia negativa entre las dos técnicas. Los cuadrantes (a) y
(d) de la matriz representan el nimero de muestras donde hubo
coincidencia positiva 0 negativa en los resultados. De este modo,
la especificidad es la relacion porcentual entre congruencias ne-
gativas y la sumatoria de la concordancia negativa y los falsos
positivos [(d)/(d+c) x 100], también denominada predictibilidad
negativa, que es el cociente de concordancia negativa y resulta-
dos negativos totales por prueba estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Reacciones de PCR con DNA de cepas de referencia de
Mycobacterium

El PCR anidado con los iniciadores externos generé un
fragmento de 583 pb en M. bovis (FIG. 1, Carril 1). A partir de
esta primera amplificacion se realizé una segunda con los inicia-
dores internos y se observaron dos fragmentos de aproximada-
mente 200 pb (FIG. 1, Carril 2). La PCR realizada con los inicia-
dores M1y M2 generé un fragmento de 123 pb (FIG. 1, Carril 3).

Reacciones de PCR con DNA obtenido de tejido embebido
en parafina

Al utilizar tejidos embebidos en parafina y los iniciado-
res M1y M2, se genero6 el fragmento de 123 pb y ademas se
observaron amplificaciones inespecificas de menor tamafio
(FIG. 2).

583 pb —

202 pb
183 pb

FIGURA 1. AMPLIFICACIONES DE CEPAS DE Mycobacte-
rium bovis (AN5). ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIA-
CRILAMIDA 10%. CARRIL 1= INICIADORES EXTERNOS
TB294M Y TB850. CARRIL 2= INICIADORES INTERNOS
TB670 Y TB505. CARRIL 3= INICIADORES M1 Y M2 DE MI-
LLER Y COL., [10]. CARRIL 4= NEGATIVO Y CARRIL 5=
MARCADOR LADDER 100. AMPLIFICATION OF Mycobac-
terium Boris STRAINS (AN5). ROW 1= INTERNAL PRI-
MERS TB670 AND TB505. ROW 3= PRIMERS M1 AND M2
FROM MILLER ET AL. ROW 4= NEGATIVE. CARRIL 5=
LADDER’S MARKERS 100.

Cuando se realiz6 la PCR con los iniciadores externos
(TB294M y TB 850), no se obhservé amplificacion, solamente
barridos (datos no mostrados) y al utilizar como templado el
producto de PCR anterior, con los iniciadores TB670 y
TB505M, se obtuvo un fragmento de aproximadamente 200 pb
en las muestras positivas (FIG. 3).

Analisis comparativo de pruebas diagnésticas para
tuberculosis

De las 176 muestras evaluadas, 39 fueron positivas por
cultivo microbiolégico, 51 por histopatologia y 99 por PCR para
microorganismos del complejo M. tuberculosis. La prueba de
PCR, a partir de tejidos embebidos en parafina, permitié detec-
tar un 56,2% de muestras positivas a diferencia de la histopa-
tologia que detectd un 28,9% y cultivo un 22,1% (TABLA ).

De las muestras negativas a histopatologia, la PCR de-
tectd el 45,6% como positivas. De las muestras negativas a
cultivo, la PCR detect6 un 51,8% como positivas. De las mues-
tras reportadas como sugestivas en histopatologia, es decir
con granuloma pero sin presencia de patégeno, resultaron po-
sitivas por PCR un 60,6% de los casos.
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123 pb

FIGURA 2. AMPLIFICACIONES A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDOS EMBEBIDOS EN PARAFINA CON LOS INICIADORES
DE MILLER Y COL. [10]. CARRILES 1 AL 8 = AMPLIFICACIONES A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDOS EMBEBIDOS EN
PARAFINA. CARRIL 9 = AMPLIFICACION A PARTIR DE ADN DE CEPA DE REFERENCIA [AN5] Y M = MARCADOR DE PESO
MOLECULAR LADDER 25. AMPLIFICATION OF Mycobacterium boris STRAINS FROM TISSUES EMBEDDED INTO
PARAPHINE WITH THE MILLER’S PRIMERS. ROWS 1 TO 8= AMPLIFICATION FROM SAMPLES OF TISSUES EMBEDDED
INTO PARAPHINE. ROW 9= AMPLIFICATION FROM DNA [AN5] AND M=MARKER OF MOLECULAR WEIGHT LADDER 25.

200 pb

FIGURA 3. AMPLIFICACIONES A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDOS EMBEBIDOS EN PARAFINA CON LOS INICIADORES
INTERNOS MODIFICADOS. CARRILES 1-4, 6 Y 10= MUESTRAS POSITIVAS, CARRILES 5, 7-9 Y 12= MUESTRAS
NEGATIVAS. CARRIL 13 = MARCADOR DE PESO MOLECULAR LADDER 100. AMPLIFICATIONS FROM SAMPLES OF
TISSUE EMBEDDED INTO PARAPHINE WITH MODIFYIED INTERNAL PRIMERS. ROWS 1-4, 6 AND 10= POSITIVE SAMPLES.
ROW 5, 7-9 AND 12= NEGATIVE SAMPLES. ROW 13= MARKER OF MOLECULAR WEIGHT LADDER 100.
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La sensibilidad de la prueba de PCR (comparada con
cultivo) resulta en un valor de 72% (TABLA 1l) y este valor rela-
tivamente bajo es debido a que existieron 11 muestras que re-
sultaron positivas a cultivo microbiolégico pero negativas a
PCR. Lo anterior, puede ser debido a que no se utilizé la mis-
ma porcién de la muestra para el cultivo y para la PCR, es de-
cir la PCR se realiz6 a partir del tejido embebido en parafina.

Existi6 concordancia positiva de 42 muestras entre histo-
patologia y PCR, sin embargo 9 resultaron positivas a histopa-
tologia y negativas a PCR. Por otro lado, 57 fueron positivas a
PCR y negativas a histopatologia y 68 muestras fueron negati-
vas en ambas técnicas. La sensibilidad es la relaciéon porcen-
tual de concordancia positiva (42) muestras del cuadrante (a) y
la sumatoria de el cuadrante (a) y (b). Expresado de otra for-
ma, la sensibilidad es un indicador de predictibilidad positiva
(congruencia positiva/total de resultados positivos por prueba
estandar) [(a)/(a+b)] x 100].

La sensibilidad de la prueba de PCR (comparada con
histopatologia) resulta en un valor de 82% (TABLA Ill). Esto
implica que, asumiendo que la prueba de referencia (histopa-
tologia) es confiable al 100%, sélo en el 82% de los casos la
prueba PCR coincidiria en predicciones positivas.

Este aparentemente bajo valor de sensibilidad es causa-
do por el supuesto alto nimero de falsos negativos (9 mues-
tras). Los falsos negativos por PCR pueden ser atribuibles a
dos razones: |.- falsos positivos en la técnica de histopatologia,
fundamentalmente por presencia de bacilos acido alcohol-resis-
tentes no pertenecientes al Complejo Mycobacterium tuberculo-
sis. En este sentido estudios realizados indican que aun reali-
zando una seleccién minuciosa de las lesiones tipicas a tuber-
culosis existe un 7% de lesiones que son causadas por organis-
mos no pertenecientes al complejo M. Tuberculosis, como lo
son Actinomyces spp., Actinobacillus spp., Coccidioides immitis
y Nocardia spp. [5]. Esto implicaria que el ensayo de PCR es
realmente mas sensible que la histopatologia. Il.- fracaso en de-
tecciéon por PCR a partir de los tejidos embebidos en parafina
probablemente por fragmentacién de ADN originado por el tipo
y caracteristicas de la muestra. Esto ha sido reportado previa-
mente en muestras embebidas en parafina [15], especialmente
en aquellas almacenadas por largos tiempos, o por ausencia de
la bacteria en la porcién especifica del corte utilizado.

La especificidad de la prueba de PCR comparada con la
histopatologia derivada de los datos presentados en la TA-
BLA 1ll, es del 54%. El aparente bajo porcentaje de especifici-
dad observado en PCR se debe al alto nimero de muestras
(57) detectadas como positivas por PCR que mediante histo-
patologia fueron negativas. Esto puede ser atribuido a que
para que la histopatologia sea positiva se requiere la observa-
cion de lesiones caracteristicas y la presencia de un bacilo aci-
do-alcohol resistente, en cambio la muestra puede ser positiva
por PCR si solamente se encuentra presente el ADN de la
bacteria y no la bacteria completa como en el caso de la histo-
patologia.

TABLA |
RESULTADOS POSITIVOS Y NEGATIVOS DETECTADOS
POR HISTOPATOLOGIA, CULTIVO Y PCR DE UN TOTAL
DE 176 MUESTRAS ANALIZADAS

Prueba
Resultado Histopatologia Cultivo PCR
Positivos 51(28,9%) 39 (22,1%) 99 (56,2%)
Negativos 125 (71,0%) 137 (77,8%) 77 (43,7%)

TABLA I
TABLA DE CONTINGENCIA DE REGULACION DE 2
COLUMNAS POR DOS RENGLONES PARA LA
COMPARACION DE PCR Y CULTIVO

Cultivo
PCR Positivos Negativos
Positivos a (28) c(71)
Negativos b (11) d (66)
TABLA Il

TABLA DE CONTINGENCIA DE REGULACION DE 2
COLUMNAS POR DOS RENGLONES

Histopatologia

PCR Positivos Negativos
Positivos a(42) c (57)
Negativos b (9) d (68)

La sensibilidad de 82% observada en PCR, supera a la
reportado por Liebana y col. [7] quienes encontraron un 71,4%
de sensibilidad en muestras de tejido fresco [7] y los valores
de 27, 45y 73% en tejidos embebidos en parafina reportados
por Marchetti y col. [9]. Asi mismo, el valor que reportamos,
esta dentro del rango obtenido por otros autores [10] en tejidos
de bovinos embebidos en parafina (81 y 83%), en tejidos hu-
manos embebidos en parafina (82%) [1] y en muestras de es-
puto de humanos [9]. Sin embargo comparando nuestros re-
sultados con los reportados por Miller y col. [10] de 93%, que-
dan por debajo, debido a que este autor combina dos métodos
de extraccion de ADN y toma los positivos a PCR de cualquie-
ra de los dos métodos utilizados [10].

CONCLUSIONES

Se observo un 82% de sensibilidad para PCR, al tomar
en cuenta las 9 muestras detectadas como positivas a histopa-
tologia y negativas a PCR. Esto puede deberse a la presencia
de bacilos acido alcohol-resistentes no pertenecientes al com-
plejo M. tuberculosis y que son reportados de manera inco-
rrecta como positivos por histopatologia. No obstante, puede
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deberse también a la ausencia de ADN en los cortes tomados
para PCR.

El ensayo de PCR detecté como positivas el 45,6% de
las muestras negativas por la prueba de histopatologia y el
60,6% de las reportadas como sugestivas. Debido a esto y a
gue se tomaron las muestras de la misma fuente (tejido embe-
bido en parafina) se recomienda su uso como prueba comple-
mentaria a histopatologia.
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