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RESUMEN

En México, la tuberculosis (TB) es motivo de regionalizacion
del pais de acuerdo a la prevalencia, por tal motivo, la comer-
cializacion y/o exportacién de bovinos, asi como su moviliza-
cion, es restringida. El diagnéstico oficial de la TB en bovinos
en campo se realiza con la prueba de tuberculina, y posmorten
con histopatologia y/o por aislamiento del agente etiolégico.
Aunque la prueba de la tuberculina tiene baja especificidad, es
suficiente para enviar animales reactores a sacrificio, lo que no
garantiza que el animal esté infectado. Lo anterior, hace pa-
tente la necesidad de métodos mas sensibles y especificos.
En la presente investigacion se analizaron muestras de exuda-
do nasal de bovinos, para detectar microorganismos del com-
plejo Mycobacterium tuberculosis mediante la prueba de reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR). Todos los animales
positivos a la tuberculina se consideraron como animales in-
fectados y éstos fueron comparados con los positivos a PCR.
Se muestrearon 420 animales provenientes de zonas de alta 'y
baja prevalencia. EI ADN de los exudados nasales se obtuvo
con el método de extraccién bromuro de cetiltrimetilamonio, y
éste se utilizd en una PCR anidada para amplificar dos frag-
mentos (583 pb y 200 pb) de la secuencia 1S6110 del complejo
M. tuberculosis. La prueba de PCR logré detectar un mayor
numero de muestras positivas en las zonas de alta prevalencia
(57%), comparada con las zonas de baja prevalencia (20%).
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La sensibilidad de la prueba de PCR fue del 90,5% vy la especi-
ficidad del 58,3%, comparada con la prueba de tuberculina.
Quedo6 demostrado que la prueba de PCR en secreciones na-
sales puede utilizarse en situaciones de compra-venta o en ex-
posiciones ganaderas como un analisis de tamizaje para pre-
venir el contagio y la introduccién de la enfermedad a rebafios
sanos.

Palabras clave: Tuberculosis, tuberculina, Mycobacterium,
diagnostico molecular, PCR.

ABSTRACT

In Mexico, the bovine tuberculosis (TB) is associated with both
regionalization of the country, considering the levels of preva-
lence of the disease and restrictions in commercialization
and/or exportation of cattle. In Mexico, the diagnosis of the bo-
vine tuberculosis is conducted by using the tuberculin test in
live animals, bacteriologic isolation and histopathological
analysis in postmortem. Although the low sensibility of tubercu-
lin test, is used to sent the animal reactors to slaughter and
maybe the animal is not infected. Considering that some diag-
nosis methods are not sufficiently reliable and specific to detect
the presence of the casual agent of this disease, the use of the
polymerase chain reaction (PCR) test was evaluated from bo-
vine nasal mucus. For the detection of the Mycobacterium tu-
berculosis complex, PCR of nasal mucus was better than
Caudal-fold Tuberculin Test (CTT). The sensibility of PCR
compared with CTT was 90.5% and specifity was 58.3%. The
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PCR of nasal mucus can use in buy and sell operations and
cattle expositions to prevent the contagious and the introduc-
tion the pathogens in health cattle.

Key words: Tuberculosis, Tuberculin, Mycobacterium, mole-
cular diagnosis, PCR.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por bac-
terias del complejo Mycobacterium tuberculosis, formado por M.
tuberculosis, M. africanum, M. microti, M. bovis y M. canettii. El
hombre es el hospedador natural de M. tuberculosis y los bovi-
nos de M. bovis, cuando éste Ultimo, se transmite accidentalmen-
te al hombre, es tan patégeno como M. tuberculosis, por lo cual
la tuberculosis es considerada una zoonosis peligrosa [6].

En los animales, la tuberculosis provoca pérdidas de
peso y hasta 17% menos de leche. Dado que la distribucién de
la TB no es homogénea, la movilizacién y comercializacion de
ganado es restringida. Para reducir los efectos de la enferme-
dad en México se cre6 la Norma Oficial Mexicana NOM-031-
Z0O0-96 [5]. La exportacién de ganado bovino en pie hacia Es-
tados Unidos de América (EUA), puede verse afectada por la
presencia de lesiones tuberculosas en animales de origen me-
xicano sacrificados en aquel pais, por lo que los exportadores
mexicanos deben asegurarse de que los animales no vayan
infectados. La prueba de tuberculina tiene como desventaja
que puede dar falsos positivos debido a reacciones cruzadas
con otras micobacterias [3]. Por lo anterior, se corre el riesgo
de diagnosticar animales positivos sin estar infectados y ade-
mas de cuarentenar de manera equivocada por la baja especi-
ficidad y sensibilidad (60 a 70%) de la prueba.

El diagnoéstico definitivo de la tuberculosis se hace por el
aislamiento del agente etioloégico a partir de lesiones de gan-
glios y tejido pulmonar, pero éste es un proceso que puede du-
rar de 4 a 8 semanas. El contar con métodos de diagnéstico
mas sensibles y especificos y que ademas reduzcan el tiempo
para obtener los resultados finales, es la meta de cualquier
campanfa de control y eliminacion de la tuberculosis bovina.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) es una técnica que ha demostrado su utilidad
en la identificacidon de micobacterias del complejo M. tubercu-
losis en diferentes tipos de tejido [1,7,11,12]. La PCR se ha uti-
lizado en la deteccion M. tuberculosis en muestras de esputo
[12], tejido fresco, cultivos puros [11] y M. bovis a partir de
muestras de exudado nasal, sangre y leche [7]. Sin embargo,
la mayoria de los trabajos se han hecho con muestras obteni-
das después del sacrifico del animal, lo que los hace de poca
utilidad para tomar decisiones respecto a cuarentenar o no un
rebafio sospechoso.

La via principal de contagio de la tuberculosis bovina es
la aérea, entonces uno de los tejidos con mayor concentracion
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de bacilos tuberculosos en un animal infectado es el exudado
nasal, muestra de facil acceso en el animal vivo, por lo que se-
ria adecuada para utilizarla en la técnica de PCR para la de-
teccion de organismos del complejo M. tuberculosis. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo fue correlacionar la res-
puesta a la tuberculina con PCR, para apoyar el diagnéstico
de tuberculosis bovina en ganado en pie.

MATERIALES Y METODOS

Muestras biolégicas

Muestras de exudado nasal se tomaron a 420 bovinos
adultos; 93 de una zona de baja prevalencia y 327 de una zona
de alta prevalencia. Los animales provenientes de zonas de
baja prevalencia fueron de raza Santa Gertrudis en explotacio-
nes extensivas y los de alta prevalencia fueron: 56 de las razas
Holstein o Jersey de diferentes explotaciones intensivas y 271
de la raza Beefmaster pertenecientes a una sola explotacion. El
exudado se tomd con un hisopo de 15 cm de largo de la marca
comercial Dequinsa®. El hisopo se introdujo en su totalidad en
el ollar del animal. Una vez tomada la muestra, el hisopo se de-
positd en un tubo de ensayo con tapén de rosca con 5 mL de
solucién salina 0,85%. Las muestras se mantuvieron en hielo
durante el transporte al laboratorio para su analisis.

Extraccion de ADN

El ADN se obtuvo por el método de extraccién bromuro
cetiltrimetrilamonio (CTAB), lisozima y proteinasa K. La mues-
tra de exudado se sometié a ebulliciébn durante 5 min para
inactivar las bacterias. Luego se tomaron 3 mL de muestra y
se obtuvo la pastilla que se almacen6 a -20°C hasta la extrac-
cion de ADN. El resto de la muestra se guardé en refrigeracion
hasta la verificacion de los resultados. A cada pastilla se le
agregod 50 pL de lisozima (10 mg/mL) y se incubd a 37°C du-
rante 1 h o toda la noche. Posteriormente, se le afiadieron 70
pL de SDS al 10% y 10 pL de proteinasa K (10 mg/mL) y se in-
cubaron a 65°C durante 10 min. Después se agreg6 100 pL de
NaCl 5M y 100 yL de CTAB (2% P/V CTAB, 10 mM Tris-HCI
pH 8; 20 mM EDTA pH 8; 1,4 M NaCl, 1% PVP 40.000) y se
incubaron a 65°C durante 10 min. Para inactivar las enzimas
las muestras se hirvieron por 5 min, después se agregaron
750 pL de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), la mezcla se
homogeneizé por inversion y se centrifugd a 10.000 x g duran-
te 6 min. El sobrenadante se pas6 a otro tubo eppendorf de
1,5 mL de capacidad y se le agregaron 0,6 volumenes de alco-
hol isopropilico. Se mezcldé suavemente y se incubd a -20°C
durante media hora como minimo y se centrifugé a 10.000 x g
durante 15 min. Se descartd el sobrenadante y se agregd 1
mL de etanol frio al 70% para lavar la pastilla obtenida. Se
centrifugd a 10.000 x g durante 5 min. Se decanté el alcohol al
70% y se dejo secar el boton de ADN a temperatura ambiente.
Se resuspendié el ADN en 20 pL de solucién amortiguadora
TE pH 8,0 y se almacené a —20°C hasta su utilizacion [2]. Para
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descartar posibles contaminaciones de reactivos y soluciones,
en la extraccién de ADN se utilizaron blancos de solucién sali-
na 0,85% a los cuales se les realiz6 el mismo procedimiento
de extraccion de ADN.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En la PCR se utilizaron los iniciadores reportados por
Wilson y cols. [12]. Los dos pares de iniciadores reconocen la
secuencia de insercion IS6110 de organismos del complejo
Mycobacterium tuberculosis. En la primera reacciéon de PCR
se utilizaron los iniciadores externos que amplifican un frag-
mento de 583 pb. En una segunda reaccion se utiliz6 como
templado el producto de PCR de la primera reaccion y los ini-
ciadores internos que amplifican un fragmento de 200 pb.

Las reacciones de PCR para los iniciadores externos se
realizaron en volimenes de 25 pL, utilizando 1X de amortiguador
para PCR (200 mM Tris-HCI pH 8,0; 500 mM KCI), 1,0 mM de
MgCl,, 200 uM de cada uno de los 4 dNTPs (Promega), 25 pmo-
les de cada iniciador externo, 2,5 unidades de la enzima
Taqg-DNA polimerasa (Bioline) y 2 yL de DNA templado. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Ex-
press (Thermo Hybaid. EUA), las condiciones fueron: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 93°C por 2 min, seguido de 35 ciclos
de tres pasos: desnaturalizacion a 93°C durante 45 seg, alinea-
miento de iniciadores a 65°C durante 1 min y una extensiéon a
72°C durante 45 seg, con una extension final a 72°C durante 10
min.

Posteriormente se realizé la reaccion de PCR para la
amplificacion con iniciadores internos en un volumen de 25 pL,
con 1X de amortiguador para PCR (200 mM Tris-HCI pH 8,0;
500 mM KCI), 1,0 mM de MgCl,, 200 uM de cada uno de los 4
dNTPs (GIBCO-BRL), 25 pmoles de cada iniciador, 2,5 unida-
des de la enzima Taq-DNA polimerasa y 2 uL de producto de
PCR realizada con iniciadores externos. Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo en un termociclador Express (Thermo
Hybaid. EUA): Las condiciones fueron: un ciclo de desnaturali-
zacion inicial de 93°C durante 2 min, seguido de 50 ciclos de
tres pasos: desnaturalizacion a 93°C durante 45 seg, alinea-
miento de iniciadores a 48°C durante 45 seg, extension a 72°C
durante 45 seg, con una extension final a 72°C durante 10
min. Como controles positivos en la reacciones de PCR se uti-
liz6 la cepa vacunal de M. bovis BCG y la cepa Danesa 1331
Statens Serum Institut, Dinamarca.

Electroforesis

Los productos de PCR fueron fraccionados en geles de
agarosa al 1,5% por 40 minutos a 100 volts. En los geles se
cargaron 4 pL del producto de PCR mas 2 pL de solucién
amortiguadora de carga (0,25% P/V azul de bromofenol,
0,25% P/V xilencianol, 30% P/V glicerol). Enseguida se anali-
zaron bajo luz ultravioleta y mediante fotografia tomada con
camara Polaroid y pelicula A667 adaptada con filtro para luz
ultravioleta. Los productos de PCR en donde la banda no se

visualizé claramente, se corrieron en geles de poliacrilamida al
6% con una duracién de corrida de aproximadamente 1,5 h a
100 volts. Se utilizd el mismo volumen de productos de PCR
que en los geles de agarosa al 1,5%.

Analisis estadistico

Para determinar la utilidad de la PCR en el diagnéstico
de TB en exudado nasal, los resultados de ésta se compara-
ron con los resultados de la prueba de tuberculina, considera-
da como prueba oficial, ya que indica si los animales se van a
sacrificio. Se determiné la sensibilidad y la especificidad de la
PCR al considerar la prueba de tuberculina como prueba de
oro [4]. La sensibilidad es la relaciéon porcentual de concordan-
cia positiva, muestras del cuadrante (a) y la sumatoria de los
cuadrantes (a) y (b). La especificidad de la prueba de PCR, es
la relacion porcentual de concordancia negativa, muestras del
cuadrante (d) y la sumatoria de los cuadrantes (c) y (d), consi-
derando los valores de la TABLA II.

RESULTADOS Y DISCUSION

Previo a la prueba de PCR, el ADN obtenido se visualizd
en geles de agarosa al 0,8%. La cantidad y calidad de ADN
obtenido en todas las muestras permiti6 amplificar la secuen-
cia blanco en las reacciones de PCR anidado. Cabe mencio-
nar que la primera reaccion del PCR, con los iniciadores exter-
nos, no generd una amplificacion con suficiente intensidad en
las muestras de exudado de manera que se observara como
una banda en un gel de agarosa. En la segunda reacciéon de
PCR, con los iniciadores internos, se generé un fragmento de
200 pb correspondiente a la secuencia de insercion 1S6110 del
complejo Mycobacterium tuberculosis (FIG. 1).

En la zona de alta prevalencia 63 de 327 animales
(19%), fueron reactores a la prueba de la tuberculina; y 187 de
los 327 (57%) fueron positivos a la PCR en exudado nasal. La
mayoria de los positivos estuvo dada por un rebafio de raza de
ganado Holstein, donde todos los animales probados fueron
diagnosticados como positivos, tanto a tuberculina como a
PCR, y por un rebafio de animales de la raza Beefmaster, don-
de el 14% de los muestreados fueron positivos a tuberculina y
el 57% a PCR (TABLA 1). El alto porcentaje de deteccioén por
PCR y tuberculina en la zona de alta prevalencia, concuerda
con las medidas de bioseguridad tomadas en ese lugar por
problemas de tuberculosis (comunicacion personal del Veteri-
nario aprobado por la SAGARPA). En el caso de la zona de
baja prevalencia ningun animal resulté positivo a la prueba de
la tuberculina (0%), pero si se tuvieron 19 (20%) muestras de
exudado nasal positivas a PCR.

Se aplicé la férmula reportada por Malorny y cols. [4] y
se estimaron los valores de sensibilidad y especificidad para la
prueba de PCR. La sensibilidad es la relacion porcentual de
concordancia positiva (57) muestras del cuadrante (a) y la su-
matoria (63) de el cuadrante (a) y (b). Expresado de otra for-
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TABLA |
RESULTADOS A LAS PRUEBAS DE TUBERCULINA'Y PCR DE GANADO LOCALIZADO EN ZONAS DE ALTAY BAJA
PREVALENCIA DE TUBERCULOSIS EN EL ESTADO DE NUEVO LEON, MEXICO/TUBERCULIN TEST AND PCR RESULTS OF
CATTLE LOCALIZATED ON HIGH AND LOW PREVALENCE ZONES OF TUBERCULOSIS IN NUEVO LEON STATE, MEXICO.

Tuberculina PCR

Numero de muestras Positivo Porcentaje Positivo Porcentaje
Alta prevalencia 25 25 100 25 100
Raza Holstein
Alta prevalencia 31 0 0 7 22
Holstein y Jersey
Alta prevalencia 271 38 14 155 57
Raza Beefmaster
Subtotal 327 63 19 187 57
Baja Prevalencia 93 0* 0 19 20
Raza Santa Gertrudis
Subtotal 93 0 0 19 20
Total 420 63 15 206 49

*Datos reportados por el Médico Veterinario aprobado por la SAGARPA para realizar la inspeccion sanitaria.

TABLA Il
RESULTADOS DE PCR Y TUBERCULINA PARA ANALSIS
DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD/PCR AND TUBERCULIN
RESULTS TO SENSIBILITY AND SPECIFITY ANALYSIS

ma, la sensibilidad es un indicador de predictibilidad positiva
(congruencia positiva/total de resultados positivos por prueba
estandar) [(a)/(a+b)] x 100] (TABLA Il). La prueba de PCR dio
una sensibilidad del 90,5%, este valor es debido a que posible-
mente no todos los animales enfermos de tuberculosis elimi-
nan micobacterias o lo hacen de manera intermitente. La expli-

Tuberculina . ; ) ’
cacion a lo anterior, es que cuando hay lesiones en los nédu-
PCR Positivos Negativos los linfaticos del sistema respiratorio y en pulmones, los ani-
Positivos a (57) c (149) males enfermos son considerados excretores, pero cuando las
Negativos b (6) d (208) lesiones no estan presentes, este animal aunque sea conside-

12 3456 7 8 9101112131415

FIGURA 1. RESULTADOS DE PCR A PARTIR DE ADN OB-
TENIDO DE EXUDADO NASAL. CARRILES 1, 3,5,7,9y 11
= PCR A PARTIR DE MUESTRAS OBTENIDAS CON UN Hi-
SOPO DE 10 CM; CARRILES 2, 4, 6, 8, 10, 12 = PCR A
PARTIR DE MUESTRAS OBTENIDAS CON UN HISOPO DE
15 CM; CARRIL 13 = CONTROL POSITIVO ADN DE CEPA
M. bovis (AN5); CARRIL 14 = CONTROL NEGATIVO Y CA-
RRIL 15 = LADDER 100/ PCR RESULTS OF DNA OBTAINED
FROM NASAL MUCUS. LANES 1, 3, 5, 7, 9 AND 11 = PCR OF SAM-
PLES OBTAINED WITH COTTON SWABS OF 10 CM; LANES 2, 4, 6, 8,
10, 12 = PCR OF SAMPLES OBTAINED WITH COTTON SWABS OF 15
CM; LANE 13 = POSITIVE CONTROL OF M. bovis DNA STRAIN ANS5;
LANE 14 = NEGATIVE CONTROL AND LANE 15 = LADDER 100.
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rado enfermo, no elimina micobacterias, por lo que se conside-
ra no excretor. Se ha reportado que el porcentaje de animales
reactores que presentan lesiones en el tracto respiratorio es
de 90% [10]. Por lo tanto, en este estudio se considera que
existe la posibilidad que en el 90% de los casos cuando se de-
tecta a la micobacteria, podria tratarse de un animal con lesio-
nes en noédulos linfaticos. Cuando la infecciéon se localiza en
otros érganos segun el modo de transmision de la enferme-
dad, la bacteria es eliminada en otras secreciones corporales
como la orina. De tal manera que, cuando la infecciéon es ad-
quirida por via digestiva, la eliminacién de las micobacterias no
seria por exudado nasal, por lo que no seria detectado por
PCR a partir de exudado. Por lo tanto, la prueba de PCR tiene
utilidad en las infecciones adquiridas por via aerégena.

Si se considera que la prueba de PCR sélo detecta el
ADN del patégeno (vivo o muerto) a partir de exudado nasal,
un resultado positivo por PCR no podria indicar que el animal
esté enfermo. Al comparar los resultados de zonas de alta pre-
valencia con respecto a los de zonas de baja prevalencia, se
encontré un porcentaje mayor de positivos por PCR en la zona
de alta prevalencia (57,2%) de tal manera que se puede pen-
sar que estan relacionados con la infeccion de bacilos del
complejo M. tuberculosis, y que por lo tanto, puedan desarro-
llar reaccion a tuberculina en pruebas futuras.



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XVIII, N° 1, 17 - 21, 2008

La especificidad de la prueba de PCR, segun los valores
de la TABLA Il y la aplicacion de la formula [d/(c+d)] x 100 de
Malorny y cols. [4] fue del 58,3%. Este valor probablemente se
debi6é a que dentro de los 357 animales negativos a tuberculina
se detectaron 149 casos positivos por PCR (TABLA Il). Lo ante-
rior pudiera explicarse de dos formas, la primera es que pueda
deberse a una falla en la prueba de tuberculina (animales anérgi-
cos) lo cual esta ampliamente reportado, sin saberse con exacti-
tud este mecanismo de anergia a la tuberculina. La anergia se
cree que es debido a una supresion de la respuesta inmune por
los linfocitos T supresores en los casos de tuberculosis en etapa
final o muy avanzada [8]. En los casos de infeccién por micobac-
terias en etapa inicial puede explicarse la anergia debido a que la
prueba de tuberculina esta basada en una reaccion de hipersen-
sibilidad retardada mediada por células y por lo tanto, en los pri-
meros estadios de la infeccion, este tipo de inmunidad todavia no
esta desarrollada [2]. La segunda explicacion seria que pudiera
deberse a falsos positivos por PCR (deteccion de microorganis-
mos del complejo M. tuberculosis muertos y sin riesgo para el re-
bafio), es decir, micobacterias muertas inhaladas del medio am-
biente. Sin embargo, estda ampliamente reportada la alta resisten-
cia de las bacterias del complejo M. tuberculosis al medio y a la
desinfeccion con productos quimicos, debido al alto contenido de
lipidos de su pared celular y por lo tanto, permanecen viables por
dias e incluso meses [9]. Se ha encontrado que M. bovis puede
permanecer vivo en agua durante 37 dias si se expone a los ra-
yos solares directos y durante 71 a 84 dias a la sombra. Asimis-
mo, el polvo contaminado con esputo seco infectado de bacilos,
puede ser infectivo durante 8 a 10 dias y s6lo unos pocos micro-
organismos se requieren para causar la infeccion. Es importante
resaltar, que ésta es la ruta mas importante de transmisiéon y en-
tre el 90-95% de los casos se transmiten por esta via, debido a
que los bacilos tuberculosos se encuentran en el nucleo de gotas
resultantes de la expiracion de los animales infectados y pueden
permanecer suspendidas en el aire durante dias [11].

CONCLUSIONES

Quedo6 demostrado que existe un mayor porcentaje de
bovinos portadores de microorganismos del complejo Myco-
bacterium tuberculosis en las zonas de alta prevalencia.

La prueba de PCR en secreciones nasales puede utilizar-
se como apoyo a la prueba de tuberculina y realizarse Unica-
mente a los animales negativos a esta prueba, lo que optimiza-
ria los mecanismos de diagnoéstico y control de la enfermedad.
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