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Abstract

The bovine tuberculosis is an infect-contagious illness of progressive chronic course,
that affects a great quantity of animal species including man, this disease is caused by
Mycobacterium bovis; the main cause of death is considered due to a single infectious
agent. In addition causes economic losses in the livestock industry, in both dairy and
beef cattle. The objective was to determine the presence of the complex of
Mycobacterium tuberculosis in having perspired nasal by means of the stain of Ziehl-
Neelsen and cultivation in Middlebrook 7H10. Eighty five cows from three stables were
analyzed. From these 70 have tested positive and 15 have tested, negative, which were
used as control group. Nasal simples were taken with sterile hyssops of 15 cm and
transferred to tubes with a saline solution 0.85 % these were decontaminated by the
method of Pertroff and they prepared smear and put in cultivation tubes. Out or 8
samples analyzed by cultivation were positive presumptively (15 weeks of incubation) at
the cultivation and out of 9 positive for Ziehl-Neelsen with a 88.9% sensibility, 18.4 %
specificity for cultivation and 71.4 % sensibility with 16.7 % of specificity. It is concludes
that the means of Middlebrook 7H10 are inadequate for the growth of Mycobacterium
bovis.
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Resumen

La tuberculosis bovina es una enfermedad infecto-contagiosa, de curso cronico
progresivo que afecta una gran cantidad de especies animales, incluyendo al hombre.
Esta enfermedad la genera el Mycobacterium bovis. Se considera la causa principal de
muerte debido a un solo agente infeccioso, que provoca grandes pérdidas econdémicas
en el sector ganadero, tanto de carne como de leche. El objetivo fue determinar la
presencia del complejo de Mycobacterium tuberculosis en exudado nasal mediante la



tincion de Ziehl-Neelsen y cultivo en Middlebrook 7H10. Se analizaron 85 bovinos
lecheros provenientes de tres establos, 70 positivos segun la campafa nacional contra
la tuberculosis, y 15 negativos que se utilizaron como control. El objetivo de este trabajo
fue determinar la presencia del complejo de Mycobacterium tuberculosis en exudado
nasal, mediante la tincion de Ziehl-Neelsen y cultivo en Middlebrook 7H10. Las
muestras se tomaron del exudado nasal con hisopos estériles de 15 cm, que se
transfirieron a tubos con solucion salina a 0.85 %, se descontaminaron por el método de
Pertroff y se prepararon frotis y siembra en tubos de cultivo. Del total de muestras
analizadas, siete cultivos fueron presuntamente positivos (15 semanas de incubacion)
al cultivo, con71.4 % de sensibilidad y 16.7 % de especificidad, y nueve positivos al
Ziehl-Neelsen, con una sensibilidad de 88.9 % y 18.4 % de especificidad. Se concluyé
que el medio de Middlebrook 7H10 es inadecuado para el crecimiento de
Mycobacterium bovis.

Palabras clave: Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis, Ziehl-Neelsen,
Bacilos Acido Alcohol Resistentes, Middlebrook 7H10.

Introduccion

La produccion de leche de bovino, es una rama de la ganaderia de mayor
relevancia a nivel nacional, ya que no sélo se le confiere un alto valor por el tipo de
alimento que aporta, sino que juega un papel fundamental dentro de la economia del
sector primario e industrial, ademas de presentar el mayor potencial de expansion a fin
de sustituir el importante componente de abasto procedente del exterior (Gallardo-Nieto
et al., 2004).

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa granulomatosa cronica,
que se desarrolla en un determinado contexto de riesgo ambiental, social, sanitario e
individual. Es previsible, curable y su preponderancia tiende a disminuir naturalmente;
sin embargo, en las ultimas décadas hubo un aumento, tanto en incidencia como en su
severidad (Broglia et al., 2002).

La tuberculosis bovina constituye un grave problema de salud animal y un riesgo
en la salud publica. El agente causal es el Mycobacterium bovis, y esta ampliamente
distribuido en México (Estrada-Chavez et al., 2004).

Los métodos que mas se usan para el diagnostico de la tuberculosis se basan,
fundamentalmente, en: la identificaciéon del bacilo tuberculoso, la aplicacion de la
tuberculina, y, con menor frecuencia, en el examen histolégico, sin olvidar la
baciloscopia mediante la tincion Ziehl-Neelsen, que es una de las herramientas
importantes para su deteccion, la cual tiene gran sensibilidad. (Soto-Ospina, 2002).

La identificaciéon del complejo Mycobacterium tuberculosis se ha hecho mediante
técnicas como PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), cultivo liquido (Sistema
BACTEC), pruebas seroldgicas, entre otras (Badillo-Rosales, 2004).




El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia del complejo de
Mycobacterium tuberculosis en exudado nasal, mediante la tincion de Ziehl-Neelsen y
cultivo en Middlebrook 7H10.

Metodologia Experimental

El presente estudio se realizd en las instalaciones de la Clinica del Seguro Social
numero 71 y de la Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna, en
Torreén, Coah., México.

Se llevdé a cabo en tres unidades productivas de la Comarca Lagunera. El
presente estudio se realizd con el analisis de 85 animales considerados como positivos
por la campana nacional de tuberculosis. A los 85 animales seleccionados, se les tomd
muestras de exudado nasal.

Los animales fueron entrampados para inmovilizarlos. La toma de la muestra se
realizé introduciendo el hisopo, en su totalidad, en la nariz del animal, para recolectar el
exudado nasal. Una vez tomada la muestra, el hisopo se depositd en un tubo de ensayo
con tapon de rosca que contenia 1.5 ml de solucion salina al 0.85 %. Para su analisis,
cada muestra se mantuvo en hielo durante su transporte al laboratorio.

En las muestras se encontrd flora asociada, la cual se elimind para evitar su
crecimiento no deseado en el cultivo, para lo cual se utilizdé el método de Petroff, que
es el que mas se emplea en procedimientos de aislamiento de M. tuberculosis a partir
de esputo (Cedrés et al., s/f; Palomino and Portaels, 1998).

Las muestras se sembraron sobre agar Middlebrook 7H10 y se colocaron, por
triplicado, con una pipeta Pasteur cerca del mechero (Bauer et al., 1997). Se incubaron
los tubos de forma inclinada, a 37° C, de 6 a 14 semanas.

La preparacion de laminillas se hizo en los establos tomando la muestra de
exudado, tanto para el cultivo como para la preparacion de frotis, que se coloco
inmediatamente en la laminilla ya identificada y se fijé con un mechero de alcohol.

Una vez fijadas, se colocaron los frotis sobre gradilla de acero inoxidable, donde
se tiferon por la técnica de Ziehl Neelsen; los resultados se determinaron de acuerdo
con la informacion de resultados de la técnica de baciloscopia.

Para el analisis de datos, se aplicaron los calculos para los coeficientes de
Cohen’s Kappa a fin de determinar especificidad y sensibilidad (Estrada-Chavez et al.,
2004).

Resultados y Discusion

En 1908 Albert Calmette y Camille Guérin comenzaron el cultivo con una cepa
virulenta de Mycobacterium bovis llamada Lait Nocard, proveniente de una vaca con
mastitis tuberculosa, que utilizaron un medio de papa glicerinada. En 1921, después de



13 anos y 230 pasajes, el bacilo perdié su virulencia y adquiri6 capacidad antigénica
(Araujo and Waard, 2004). Desde entonces se han realizado una infinidad de trabajos
en cultivo con esta bacteria, que han arrojado diferentes resultados.

En el presente estudio se encontraron los resultados siguientes: de las 85
muestras analizadas, siete mostraron presuntamente resultado positivo en el medio de
cultivo Middlebrook 7H10. En la técnica de baciloscopia, nueve resultaron positivas. Al
realizar comparaciones entre las diferentes técnicas, se encontré que en la prueba de
tuberculina un 16.7 % de especificad para cultivo, un 18.4 % para Ziehl Neelsen, y
sensibilidad de 71.4 % y 88.9 %, respectivamente.

La tuberculosis bovina la causa, principalmente, el Mycobacterium bovis, aunque
también la puede causar el Mycobacterium tuberculosis; ambos son capaces de infectar
una amplia gama de especies animales incluyendo al hombre El objetivo de este trabajo
fue determinar la presencia del complejo de Mycobacterium tuberculosis en exudado
nasal, mediante la tinciéon de Ziehl-Neelsen y cultivo en Middlebrook 7H10. Es una
enfermedad infecciosa importante que ocasiona grandes perdidas econdémicas en la
industria pecuaria, sobre todo en el ganado bovino (Ramirez-Casillas et al., 2004).

Los recursos financieros totales que se gastaron en 2004 y lo que va de 2005
para la lucha mundial contra la tuberculosis, fueron de 2,200 millones de ddlares, con
un déficit anual estimado de 800 millones de dolares (OMS., 2005).

Respecto a los resultados que se obtuvieron en el experimento, se deben tomar
en cuenta los siguientes factores importantes para el cultivo: la neutralizacion del pH de
las muestras al momento de la descontaminacidén, ya que los resultados que se
obtuvieron pueden atribuirse a esto, debido a variaciones drasticas de pH, asi como
también a la posible contaminaciéon al momento de determinarlo, lo que ocasion6 que
se obtuviera un pH de 6.9 hasta 7.5, que es el ideal para cultivo de Mycobacterium
tuberculosis, segun el Manual de Técnicas y Procedimientos de Laboratorio en
Tuberculosis de 1992, de la Secretaria de Salud.

Otro factor que pudo haber afectado es el tiempo que duraron algunas muestras
en el hidroxido de sodio, ya que al momento de neutralizar el pH, en muchas ocasiones
no se les podia establecer el nivel optimo de éste, mientras que las muestras que
proseguian a la que se estaba neutralizando, demoraban mas tiempo en el hidroxido de
sodio que las neutralizadas al inicio.

Otro factor que pudo afectar la tincion Ziehl — Neelsen fue la cantidad de muestra
que se manejo para laminilla, ya que no siempre fue posible recolectar 1ml de exudado,
y segun reportes de la literatura, se necesitan como minimo 10 000 bacterias por
mililitro de muestra para poder identificar el bacilo, mientras que el cultivo requiere de
unos pocos cientos de bacilos para su crecimiento en medios sintéticos (Blancarte et
al., 1992).

Como se puede observar en este caso, el cultivo presentdé menor sensibilidad
que la prueba de tuberculina, lo cual demuestra que este medio de cultivo no es muy
apropiado para el crecimiento del complejo Mycobacterium, asi como tampoco lo es la
tincion Ziehl Neelsen para el tipo de muestras manejadas bajo estas condiciones.




Las micobacterias son microorganismos de caracteristicas muy especificas y de
crecimiento lento, a pesar de haberles proveido de un medio comercial ya preparado y
enriquecido, con el objeto de ofrecerles las mejores condiciones para su crecimiento.

Conclusiones

El aislamiento del complejo Mycobacterium tuberculosis en el medio de cultivo
Middlebrook 7H10 es dificil, por el bajo crecimiento que presenta.

La identificacion de bacilos acido alcohol resistentes, por medio de la
baciloscopia con la tincién Ziehl Neelsen, no es apta para el tipo de muestras que se
manejo.

La prueba de la tuberculina sigue siendo un método de diagnodstico de amplia
sensibilidad y especificidad, con la ventaja de poderla realizar en el campo.
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