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RESUMEN

La tuberculosis bovina es una enfermedad infectocontagiosa que afecta principalmente al
ganado bovino y siendo una de las mas preocupantes de las enfermedades por la zoonosis
existente, que quiere decir que afecta al hombre, el agente etiol6gico de esta enfermedad
es el Mycobacterium Bovis y una vez diagnosticada puede ocasionar pérdidas econdémicas
serias para los productores, en los humanos se pueden contagiar mediante el consumo de
carne infectada y de sus productos lacteos no pasteurizada, algunas zonas del pais y el
mundo la leche se la toma cruda y puede ser peligroso contagiarse de esta enfermedad ya
que pueden venir los productos de animales portadores 0 que contengan esta bacteria, los
animales se pueden contagiar mediante la via principal que es la via respiratoria por estar
en el lugar con animales positivos a tuberculosis y esta enfermedad en su principio es
asintomatica y requiere de analisis complementarios para diagnosticarla. Esta
investigacion tiene como objetivo determinar la prevalecia de tuberculosis bovina a nivel
de camal en la provincia del EI Oro del canton Pasaje, a través de recolecciones de
muestras de ganglios linfaticos de bovinos que iban hacer faenados, estas se recolectaban
dos veces por semanas, por cuatro semanas, estas muestras se extrajeron de los
linfonodulos respiratorio y gastrointestinal que se observaban sospechosos o alterados en

su forma o tamario. Esto consistié en dos partes: campo y laboratorio, donde la primera
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parte del trabajo consistié la observacién y recoleccion de ganglios linfaticos, como:
retrofaringeos, cervicales, mediastinicos que presenten alterados tanto en tamafios como
en forma y lesiones pulmonares en la inspeccion post mortem por un mes en el camal del
canton Pasaje que se realizo el dia 7 de Noviembre hasta el dia 29 de Noviembre del 2019
realizando la revision de ganglios dos veces por semana observando un total de ocho dias.
La segunda parte consistio los analisis en el laboratorio donde se realizo en el Instituto
Nacional de Investigaciones en Salud Publica (INSPI) que estuvimos ubicados en el area
de zoonosis, donde se realizo el respectivo cultivo de las muestras que se extrajeron de
los bovinos sospechosos con tuberculosis, estos cultivos se los realizo en Ogava kudoh
(OK) y Stonebrinks (ST), también se realizd la técnica de baciloscopia, donde
previamente se realizo la tincion que de Ziehl- Neelsen (ZN) para visualizar los bacilos
con claridad, para luego realizar la prueba molecular PCR- LAMP con los resultados
positivos a bacilo alcohol &cido resistente (BAAR). La prevalecia que se encontrd en las
cuatros semanas del mes de noviembre del 2019 de 151 animales que llegaron los dias
Jueves y Viernes que fueron los dias que mas animales llegan al camal,
macroscopicamente se extrajo 15 ganglios alterados teniendo un resultado de 9,93%, para
luego realizar la técnica microscopica realizando las prueba de baciloscopia con tincion
de ZN dando positivo a (BAAR) obteniendo un resultado de 26,67%, las razas que
Ilegaron al camal y que se hicieron dichos analisis fueron todas mestizas y la edad de los

animales que se recogio las muestras son bovinos de 4 afios en adelante.

Palabras claves: Tuberculosis Bovina, Mycobacterium Bovis, Camal, Zoonosis,
Animales Faenados, LAMP



“PREVALENCE OF BOVINE TUBERCULOSIS IN
FAILED ANIMALS IN THE CAMAL DEL CANTON
PASAJE - PROVINCE OF EL ORO.”

ABSTRACT

Bovine tuberculosis is an infectious and contagious disease that mainly affects cattle and
is one of the most worrisome of existing zoonosis diseases, which means that it affects
man, the etiologic agent of this disease is Mycobacterium Bovis and once diagnosed it
can cause serious economic losses, both for animals and for producers, in humans they
can be spread by eating infected meat and its unpasteurized dairy products, some areas of
the country and the world the milk is taken raw and can It is dangerous to be infected with
this disease since the products of animals carrying or containing this bacterium may come,
the animals can be infected, by the main route that is the respiratory tract by staying with
animals that are susceptible to tuberculosis and this disease is in principle Asymptomatic
requires complementary analysis. This research aims to determine the prevalence of
bovine tuberculosis at the road level in the EI Oro province of the Passage canton, through
samples collected from bovine lymph nodes that were to be slaughtered, these were
collected twice a week, by Four weeks, these samples were extracted from the respiratory
and gastrointestinal lymph nodes that were suspected or altered in shape or size. This
consisted of two parts: field and laboratory, where the first part of the work consisted of
the observation and collection of lymph nodes, such as: retropharyngeal, cervical,
mediastinal that present altered in both size and shape and lung lesions in the post mortem
inspection by One month in the Cafia del Cantén Pasaje, which was held on November 7
until November 29, 2019, performing the ganglion review twice a week, observing a total
of eight days. The second part consisted of the analysis in the laboratory where it was
carried out at the National Institute of Public Health Research (INSPI) that we were
located in the zoonosis area, where the respective culture of the samples that were

extracted from the suspicious cattle with tuberculosis, these cultures were carried out in



Ogava kudoh (OK) and Stonebrinks (ST), the smear technique was also performed, where
previously staining was performed by Ziehl-Neelsen (ZN) to visualize the bacilli clearly,
and then Perform the PCR-LAMP molecular test with the positive results for Bacillus
Resistant Acid Alcohol (BAAR). The prevailing one that was found in the four weeks of
the month of November 2019 of 151 animals that arrived on Thursday and Friday that
were the days that more animals reach the camal, 15 altered nodes were macroscopically
extracted having a result of 9.93% , and then perform the microscopic technique by
performing the smear test with ZN staining, giving a positive (BAAR) obtaining a result
of 26.67%, the races that reached the camal and that were made said analyzes were all

mestizo and the age of The animals that collected the samples are cattle 4 years and older.

Keywords: Mycobacterium Bovis Bovine Tuberculosis, Channel, Zoonosis, Faulated
Animals, LAMP
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1. INTRODUCCION

El agente etioldgico principal de la tuberculosis bovina es el Mycobacterium bovis, que
es una enfermedad de grado crénico a nivel mundial por su transicion facil, esta patologia
es zoondtica que transmite al humano y puede llegar afectar a cualquier érgano, y en
ocasiones puede ser asintomatica (1). Es una bacteria gran positiva que pertenece al
género Mycobacterium, esta patologia se caracteriza por presentar lesiones granulosas
denominadas tubérculos que estas se pueden encontrar en diferentes drganos, la capacidad
que tiene este microorganismo de infectar a diferentes animales es de muchos factores
que tiene como caracteristica la bacteria, ya sea con el huésped y las condiciones
ambientales, el ingreso del microorganismo al individuo se da con mas frecuencia por la
via oral o también llamado por la via respiratoria, y su tiempo para lesionar al individuo
es tardio con una incubacion prolongada dependiendo de la virulencia del agente

etioldgico y su respuesta inmune del huésped (2).

Esta patologia una vez comprobada que sea positiva en el rebafio conlleva fuertes pérdidas
econdmicas y sociales para el hato ganadero por su disminucion en la produccion tanto
como leche y carne, ya que con esta patologia se prohibe totalmente su comercializacién
y exportacion del ganado y sus subproductos.

Existen investigaciones en el Ecuador de tuberculosis bovina que se realizaron pruebas
diagnosticas in vivo que fue la prueba tuberculina simple o comparada, que ejecutaron
estudiantes de diferentes universidades del pais que pueden ser preocupante para la salud
de las personas. Ya que tiene importancia econémica en el pais y mas en las zonas rurales
ya que se les ofrece leche, carne y sus derivados. Esta enfermedad cuando se presenta en
los rebafios como es infectocontagiosa y los ganaderos ya tienen conocimiento sobre estas
medidas como plan nacional, evitan hacer conocer a las autoridades correspondientes por

el miedo de las pérdidas en la produccion (3).

En nuestro pais esta patologia no es considerada obligatoria, se puede decir que es
participativa para los ganaderos que quieren tener su rebafio o ganaderia libre de
enfermedad para obtener una certificacion que puedan comercializar sus productos, pero
como ya antes mencionado la falta de vigilancia o registros de esta enfermedad se
desconoce la prevalencia real. En la actualidad hay un proyecto disefiado por Agrocalidad

para diferentes enfermedades como son la tuberculosis y brucelosis, y con la ayuda del
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sector privado elaboran programas, y prevenciones para combatir erradicar y controlar

estas enfermedades que son de interés para la salud y economia del pais.

Debido a la gran importancia que tiene esta patologia se realizé esta investigacion donde
se puso como objetivo determinar la prevalencia de tuberculosis bovina en el camal del
canton Pasaje donde se realiz6 la observacion y extraccion de los linfonodos que estaban
alterados tanto en forma y tamarfio que se encontraban sospechosos a esta patologia, para
luego llevarlos hacer analisis en el instituto nacional en investigaciones y salud publica
(INSPI) para realizar los medios de cultivo con Stonebrinks (ST) y Ogawa Kudoh (OK)
para luego realizar la tincion de Ziehl Neelsen para posteriormente hacer la técnica de
baciloscopia y observar presencia de BAAR para luego realizar la prueba de PCR-LAMP

para su respectiva comprobacion de la bacteria como es Mycobacterium bovis
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de tuberculosis bovina, mediante observaciones
macroscopicas, microscépicas, cultivos especializados, analisis de PCR-LAMP de

linfonddulos obtenidos de canales sospechosas a nivel de camal.

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar la presencia de linfonddulos alterados de las cadenas ganglionares
gastrointestinales y respiratorio compatibles con tuberculosis, mediante analisis

patol6gico macroscopico.

b. ldentificar la presencia de Mycobacterium bovis como causa de las lesiones
ganglionares mediante cultivo en tubos con medio de Ogawa kudoh y Stonebrinks

y tincion para gérmenes acido resistentes.
c. Confirmar la presencia de Mycobacterium bovis mediante la técnica PCR-LAMP.

d. Establecer el indice de prevalencia de tuberculosis bovina segun: raza, sexo, edad

y lugar de procedencia.
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2. MARCO TEORICO
2.1. GENERALIDADES

La tuberculosis bovina es una patologia provocada por el microorganismo llamado
Mycobacterium Bovis (2), esta enfermedad puede aparecer signos clinicos en meses o en
afios a un animal infectado, en ocasiones los animales que presentan esta enfermedad
pueden tener un estado subclinico que supuestamente estén sanos, para el contagio existen
tres vias donde la bacteria pueda ingresar, la via principal de esta enfermedad es aerogena,
esta contaminacion se puede dar por medio de comederos, bebederos, hacimientos y sala
de ordefio, la segunda via de contaminacion es la digestiva por consumo de alimentos y
pastos contaminados, este medio de contaminacion es de importancia para los terneros
que aun estén amamantandose con leche provenientes de vacas contaminadas, se calcula
que el 2% de vacas infectadas por tuberculosis eliminan la bacteria por la leche. Y la
tercera via de contaminacion es la congénita se da mediante la madre y el feto la cual se

estima el 1% de las vacas infectas (1).

La bacteria de tuberculosis bovina provoca necrosis granulomatosa crénica que se
encuentra un proceso inflamatorio en muchos érganos dependiendo de la ruta de entrada
(4). Aunque la Mycobacterium bovis no es el patégeno principal que provoca la
tuberculosis al hombre sino la responsable es la mycobacterium tuberculosis, solo que las
personas contraen esta bacteria (M.bovis) al consumir leche crudas de animales infectados
o al respirar goticulas infectadas (5). Se estima que en algunos paises llega hasta el 10%
de los casos de tuberculosis humana son ocasionados o provocados por el agente de M.
bovis (6)

Las pérdidas econdmicas que causa esta enfermedad son altas para la industria ganadera,
ya que esto se da por la disminucion de la eficiencia productiva como también
reproductiva de los animales infectados, teniendo de estos bajo peso, y la baja produccion
de la leche que puede llegar hasta el 20% y en casos se ha visto mal aspecto de la leche
al ordefar, asimismo una vez comprobada la enfermedad a las autoridades hay un

decomiso de los animales o las canales sin remuneracion alguna (3).
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2.2. ETIOLOGIA

La tuberculosis bovina el principal agente es el M. bovis, del género Mycobacterium en
las cuales tenemos las siguientes: M. microti, M. tuberculosis, M. africanum, M.caprae,
M. canneti y M. pinnipedi, aunque se conoce otras bacterias tuberculosas en el bovino
como son, M. tuberculosis y M. Avium, y de este ultimo habido proceso generalizado, la
forma de esta bacteria es bacilar y como todas las bacterias de este tipo son alcohol &cido
resistente y su pared celular es lipidica que esto le permite al patdgeno tener un
crecimiento lento y ser resistente a las condiciones adversas en el hospedador que es el
animal y en el medio (7). Esta bacteria es gram-positiva que no forman esporas y son

resistentes a muchos desinfectantes quimicos y a los rayos ultravioleta (8).

La bacteria de M bovis y M tuberculosis son clinica y radiolégicamente no distinguible
por lo que se puede observar con métodos genotipicas y fenotipicas, ya que estas
diferencias son importantes al momento de realizar un tratamiento farmacolégico, ya que

el patdgeno M. bovis tiene resistencia a la pirazinamida (9).

2.3. MORFOLOGIA Y CARACTERIZACION
2.3.1. Mycobacterium bovis (M.bovis)

Es un bacilo aerobio que es intracelular obligado, pero también pueden vivir en el medio
ambiente que quiere decir que puede estar fuera del huésped por mucho tiempo o periodo,
se lo observa rectos como baston pero en ocasiones se doblan haciendo forma de club,
estas bacterias no forman esporas y no son moviles, su tamafio varia entre 0.6-1.1 x 1.0-
10um(10).

2.3.2. Crecimiento

En los medios de cultivo es lento y pueden demorar de 2 a 8 semanas para que esta
bacteria haga visible sus colonias, este microrganismo es el principal agente causal que

provoca la enfermedad en los mamiferos (10).

17



2.3.3. Bacilo humano y el bovino

Segun Suquilanda (10) estos dos bacilos se los puede identificar por su pH que necesitan
para su multiplicacion, ya que las bacterias de las cepas humanas tienen un mejor
crecimiento en medios de pH 7.4-8.0 y las bacterias del bovino crecen mejor de 5.8-6.9,

y el mycobacterium avium optan a una alcalinidad media.

2.3.4. Animales susceptibles

La susceptibilidad de diferentes animales a M. bovis depende de ciertas caracteristicas
como son: en la ruta de exposicion, virulencia de la cepa, la dosis y duracion de la
exposicion (11). Esta bacteria infecta al bovino y especies que tienen como interés
productivo como tenemos al equino, porcino, caprino y ovino asimismo a los de fauna
silvestre a los animales en cautiverio y al hombre, se sabe poco respecto a la infeccion en
las aves de M. bovis, por lo general se piensa que en las aves son resistentes a esta bacteria,
se han realizado experimentos en palomas infectando via oral e intraperitoneal incluidos

los cuervos y los patos reales resultaron ser resistente a la infeccion (12).

2.4. PATOGENIA

Las formas de infeccidn de esta enfermedad son por la via aérea, se presume que un 95%
de los casos tratados son por medio de esta via, y la otra via de contagio como la digestiva
cuenta con un 5% (13). Ya que las partes mas contagiosas se da por las secreciones
respiratorias que vienen de los animales que son positivos a esta enfermedad y cual
contaminan o diseminan el lugar (14). Una vez que el microorganismo entra al organismo,

esta provoca dafios como lesion granulomatosa (15).

Al entrar esta bacteria al organismo, esta se manifiesta en dos etapas que son: el complejo
primario y el complejo secundario (16). EI complejo primario de la infeccion la
encontramos por lo general en el pulmén de bovino adulto y del hombre, en los terneros,
aves y cerdos se los encuentra en el tubo digestivo en las partes como son faringe.
Intestino y el higado como asimismo en los ganglios correspondientes. La diseminacion

secundaria actta luego del complejo primario, esparciéndose en todas las partes del
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organismo que se forma granulomas en cualquier parte de él, provocando alteraciones

como la tuberculosis cavitaria, miliar y perlada (17).

Cuando el animal se encuentra inmunodeprimido se da el complejo secundario que no es
otra cosa que la relacion del agente infeccioso y el huésped. Las lesiones que se
encuentran en latencia, estas continGan y se dispersen por via linfatica y sanguinea, a la
semana que las bacterias ingresan se brota el punto primario visible y luego de 15 dias ya

comienza la calcificacion (17).

El complejo primario se lo encuentra en los pulmones, ganglio linfatico y bronquial, ya
que la via respiratoria es la fuente principal de entrada de este microorganismo en los
bovinos, en el hombre y en el perro, en los terneros que ingieren leche de vacas
contaminadas se suele encontrar en los ganglios mesentéricos y las lesiones secundaria

se encuentra sobre todo en el higado (18).

2.5. EXCRECION Y PERIODO DE INCUBACION

El microorganismo como M. Bovis es eliminado por distintas vias, la mayor parte sucede
en la finalizacidn o dltimo estadio de la infeccion por los distintos fluidos corporales como
leche, orina, saliva, secreciones, vaginales y semen, ya que también es expulsada por las
heces, los signos de esta patologia como la tuberculosis tardan meses, alrededor de 15-34
meses para que se desarrolle en el ganado o también pueden presentarse en varios afios

cuando el animal se encuentre deprimido, con estrés o edad avanzada (19).

2.6. TRANSMISION

La via respiratoria se acepta como el método primario de propagacion de las infecciones
en todas las especies. Pero también existen otros métodos de contaminacién que no son
comunes de propagacion, pero tenemos los orales, congenitos y por heridas, esta
patologia no depende de la edad o sexo, los signos clinicos se llega a observar en animales
adultos o viejos, estos animales se convierten en portadores asintomaticos que son una

fuente de infeccidn (20).
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Para que haya esta transmisién al ganado con M. bovis va a depender de varios factores
como la frecuencia de excrecion, la ruta de infeccion, el periodo de transmisibilidad y
susceptibilidad que tenga el huésped, esta bacteria puede salir por las secreciones de las
fosas nasales, leche, calostro, orina y se ha dicho que en ocasiones sale por el semen, este
microorganismo puede estar presente en los yogurts o queso que se lo elabora con leche
cruda, estos subproductos a base de la leche debe tener un tratamiento de calentamiento
de la leche o pasteurizacion de la misma para eliminar esta bacteria y asi evitar su

propagacion (21).

El bovino la eliminacién de M. bovis es por via respiratoria y contagia a otro bovino por
las particulas infectadas que va a inhalar, ya que estos animales pueden contaminar la sala
de ordefio, la granja, los comederos y bebederos e incluso el forraje que va hacer
consumido si se encuentra con orine o heces de animales infectados, este microorganismo

puede vivir en condiciones ambientales dptimo para el hasta 6 meses (22)

Segun Garro (22) EI M. bovis como ya se ha dicho que puede estar en la leche o en el
calostro esto se ha considerado como un vehiculo transmisor en los terneros que
consumen de vacas infectadas, ya que en la gandula mamarias no se observan la infeccion
0 signos a temprano tiempo, pero en ocasiones estas bacterias pueden alterar la

consistencia o apariencia de la leche.

En el hombre las transmisiones de este microorganismo son por el consumo de leche no
pasteurizada sino por el consumo directo de la leche cruda o también por quesos
artesanales, se ha considerado muy poco el consumo de carne de animales infectados ya
gue por su coccion, pero también en carnes que no son bien cocinadas o azadas resulta
ser un peligro para la salud publica (23). El contacto directo con animales infectados con
esta bacteria en fincas o0 en camales puede ser otro factor de contagios para las personas

por la inhalacion de las particulas eliminadas del animal enfermo (24).

Segun Garro (24) Otro factor de contaminacion o transmisién es por via vertical que se
da de madre a feto, esto ocurre atreves del cordon umbilical, se considera poco comun,

que puede llegar hasta el 1% de animales infectados.
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Figura 1 Ciclo de transmision

2.7.  MANIFESTACION CLINICA

Los signos clinicos varian dependiendo los factores como dosis de la infeccion, el grado
de patogenicidad que va a tener el agente etioldgico, y la inmunodepresion que tendré el
animal y la manifestacion de la enfermedad dependera en la fase que se encuentre la
patologia (25). Se da el caso que los animales que presentan tuberculosis miliar difusa
hay un enflaquecimiento progresivo que deberd ser sospechosa a tuberculosis, los
animales ya enfermos suelen ser tranquilos e inactivos, cuando ya afecta a los pulmones
se caracteriza por obtener una tos seca que es provocada por la bronconeumnia, las tos
que hace el animal no es fuerte (26).

Aunque los animales jovenes o a temprana edad no presentan signos clinicos ya que para
ellos desarrollan una etapa subclinica que después de cierto tiempo sera reactivado, es
usual observar a estos animales infectados con cansancio, pérdida de peso, débil, les
dificulta respirar, se cansan rapido, tos seca, los linfonodulos agrandados, hay presencia
de tos. Ya en la necropsia se puede observar tubérculos que tienen la apariencia

amarillenta y fibrosa, en los diferentes 6rganos afectados y en los ganglios al momento
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de abrirlos se encuentran negros, estos tubérculos varian dependiendo de la etapa que se

encuentre la enfermedad (27).

2.8. PERDIDAS QUE OCASIONA ESTA ENFERMEDAD
PEDIDAS DE PRODUCCION (28)

» La produccion disminuye un aproximado de 10% ya sea en kilos de carne como
la produccion de leche

La fertilidad se ve afectada en un 6%

Disminucion de peso en un aproximado de 15% de lo normal

Predisposicion a otras enfermedades por lo que el animal esta inmunodeprimido

Disminucion de vacas prefiadas en el hato o abortos

vV V V V V

Decomiso total o parcial de los animales infectados

2.9. SALUD PUBLICA

La tuberculosis en el hombre que es provocada por el M. bovis se da muy rara vez en
paises donde la leche es pasteurizada y encontramos programas de erradicacion de
tuberculosis bovina. Esta enfermedad la encontramos en lugares o paises done los
controles no son muy estrictos, asimismo investigaciones se ha encontrado que los
humanos pueden adquirir esta enfermedad por otras especies como focas, cabras,
rinocerontes, ciervos de granja, los animales salvajes adquiridos de la caza pueden ser

una fuente principal de contraer esta bacteria por el consumo de la carne (29).

Las infecciones en humanos pueden ser en algunos casos asintomaticas, en otros casos la
enfermedad puede desarrollarse en un periodo corto después de la infeccién o también
puede desarrollarse afios después, cuando el organismo este deprimido y esto da paso a
la reactivacion. Esta bacteria afecta a los linfonodulos, huesos, piel, articulaciones, vias
respiratorias, muy pocos casos presentan tuberculosis cutanea, esta es conocida como
lupus vulgaris. Esta enfermedad como la tuberculosis se la puede tratar con antibidticos

pero cuando es bien avanzada no hay tratamiento (30).
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2.10. POST MORTEM

Las lesiones que se presentan son tubérculos que varian de tamafios, que en ocasiones no
pueden ser perceptible al ojo humano puede ser pasado por alto, ya que se considera que
es necesario la realizacion de analisis, se puede encontrar agrandado los ganglios
linfaticos, que mas comunes se dice que son los de la cabeza y térax, también se los
encuentra a nivel de pulmén, higado, bazo y en las cavidades corporales. Cuando la
inspeccidn es escrupulosa y se encuentra afectada se puede evitar el consumo de esta (4).

Asimismo, encontramos granulomas purulentos que tienen capas fibrosas con presencia
de calcificacion. Con las pruebas que se deben realizar a los seis pares de linfonodulos
con los mediastinicos, retrofaringeos, bronquial, inguinal y parotideos. Pero los lugares
donde se pueden encontrar son en los pulmones t ganglios mediatinicos hasta un 95% de

animales que estén contagiado con esta enfermedad (31).

Esta inspeccion también se la realiza en casos para reforzar los diagnésticos en animales
que se realizo la técnica de tuberculina, observando los ganglios linfaticos alterados que
muy posiblemente este asociado con la enfermedad de tuberculosis bovina, por tanto
también se debe realizar andlisis presuntivos con muestra de tejidos, histopatologia para
comprobar alguna lesiones no observadas al ojo humano, para poder identificar esta
bacteria con los acidos , por medio de tincion de Ziehl/Neelsen, la técnica de PCR afirma
la bacteria de M. bovis (31).

2.11. DIAGNOSTICO

Este diagnostico para confirmar la tuberculosis bovina es el método intradérmico de la
tuberculina que permite acertar un 98% de los casos positivos en los animales infectados,
esta prueba ha sido la mas utilizada para erradicar la enfermedad en muchos paises que
gracias a este método se da la deteccion y el sacrificio a los animales infectados, esta
prueba se la puede realizar de diferentes maneras, pero la més utilizada o simple es la
prueba intradérmica Unica, en esta prueba se va a inyectar el derivado proteico purificado
en el pliegue del animal y este debe ser revisado cuando hayan pasado 72 horas, si y el
resultado es positivo se le va a observar al animal una tumefaccion y en la zona va estar

caliente done se coloco la inyeccidn, la cual sera de facil de observar (14).
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También podemos utilizar una prueba de inmunoabsorbancia ligada a enzimas también
Ilamada ELISA para que analice los anticuerpos y definir los antigenos de la bacteria M.
bovis ya que este método puede ser utilizado para detectar animales que tengan reaccion
positiva. ELISA podria ser de gran provecho como una prueba complementaria a la
prueba intradérmica, para encontrar en un rebafio los animales infectados que pueden
contagiar a los demas, hasta que no se hagan las pruebas de confirmacion de esta
patologia, los ganaderos en diferentes paises no siguen un protocolo de control y

erradicacion de la tuberculosis o enfermedades que pueden se infectocontagiosas (32).

2.11.1. DIAGNOSTICO CLINICO

Para esta enfermedad el diagndstico clinico no es seguro en campo, por lo que se tiene
que tener un seguimiento al historial clinico del animal infectado, observar su
sintomatologia, por lo general se hacer dificil diagnosticar a simple viste ya que sus signos
tardan meses en ser especificos, y algunos animales que tienen la bacteria latentes se
necesita que entre en un periodo de estrés o depresion para que esta se reactive o esperar
que animal este viejo, por lo que es muy complicado hacer un diagndéstico presuntivo, ya
que esta enfermedad se recomienda hacer métodos quimicos o métodos indirectos para

tener un diagndstico certero (33)

2.11.2. DIAGNOSTICO INDIRECTO

Una de las pruebas para el diagnostico empleada por la enfermedad causada por
micobacterias es la examinacion directa a bacterias acido-alcohol resistente. Pero este
método se requiere personas que tengan experiencias con el frotis y para la lectura, una
de las ventajas que es rapido y no es costosa. Estas tinciones existen dos que se puede
decir que la principal es la de Ziehl-Neelsen y la otra que es la técnica de fluorocromo
(34).
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Figura 2 Mycobacterium bovis por la técnica Ziehl/Neelsen

Cultivo in vitro

El cultivo se realiza como un método ya definitivo para el diagndstico de la tuberculosis
y de idéntica la clase de micobacteria, las bacterias de tuberculosis tienen un crecimiento
lento que puede demorar de 6-8 semanas para que sea visible. Para este cultivo las pruebas
primero se las homogenizan y descontaminan median el acido —alcohol esto se centrifuga
y se pone a cultivar en varios métodos a base de huevos, se encuentra el lowesteimn
Jensen (L-J), coletos o stonebrinks que contienen piruvato o deben tener el mismo y

glicerol o también se le puede emplear agar como middlebrook o agar sangre (31)

La bacteria de M bovis no crece en lowestein ya que no se puede utilizar glicerol como
fuente de carbono, sino el Stonebrink ya que contiene la misma composicion que el L-J
pero la diferencia que este en vez del glicerol es reemplazado por piruvato. La bacteria
de M.bovis tiene un crecimiento lento y tiene que tener una temperatura de 37 grados

centigrados y esto puede demorar para ser visibles sus colonias de 6-8 semanas (31)
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Prueba de tuberculina

En la prueba de tuberculina encontramos 3 clases de pruebas que son distintas y se le
puede realizar al bovino, como tenemos la prueba ano-caudal que es de rutina la mas
utilizada, con PPD bovina que su siglas significa “derivado proteico purificado”, la
prueba cervical simple de saneamiento también con PPD vy la prueba cervical comparada
que esta Ultima tiene diferente que a pesar de PPD bovina también tiene el PPD aviar que

quiere decir con M. aviaum con una concentracion de 0.5mg/ml (35)

La prueba de ano-caudal tiene una sensibilidad aproximada de 69-96% y una
especificidad de 97%, otra de las pruebas mencionadas como es la prueba cervical simple
tiene una sensibilidad aproximada de 82-90% y especificidad de 76-96% y la ultima que
mencionamos que es la prueba cervical comparada con una sensibilidad 56-94% y en
especificidad aproximada de 89-99% (35)

El pliegue caudal

Es una de las técnicas mas utilizada y una de las pruebas de rutina para las ganaderias que
desconocen su estado sanitario con referente a la tuberculosis bovina, es un procedimiento
sencillo como las demas inoculaciones de las pruebas, esta técnica se la realiza en el

pliegue caudal de la cola del animal, que se coloca intradérmica 0.1 ml de PPD bovina ya
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que esta zona no debe tener ninguna alteracidn que se vaya a realizar posteriormente su
lectura, el medico que aplico debe hacer la lectura para que observe y palpe e interprete
esta prueba posteriormente a las 72+6 posteriores a su inoculacién, se considera
“Negativo” cuando son se observa ningin cambio en la zona de aplicacion y “Reactor”
cuando en la zona que se aplicd se observa o se palpe algin abultamiento o engrosor,

rubor o dolor en el sitio que se inoculo (36)

Cervical simple

Esta técnica se utiliza en las ganaderias donde se conoce que en el sitio hay o hubo la
bacteria de M. bovis o saber que animales que estan expuestos en el hato no se hayan
contaminado, esta técnica es la mas sensible por lo que se requiere un trabajo mas intenso,
su técnica es el rasurado de la zona donde aplicara la tuberculina que es en el tercio medio
superior del cuello, 10cm por debajo de la cesta, asimismo como la anterior se inocula
0.1ml de PPD bovino y su lectura es a las 72 horas +6 y su resultado de pendera lo que

se observe, su negatividad y reactor es la misma que la prueba anterior (36)

Cervical comparativa

Esta técnica se la realiza inoculando PPD bovino y PPD aviar esta prueba se aplica cuando
en el lugar hay una desconfianza que exista el M: bovis y M: avium una vez que se
confirma que exista la infeccion por medio del laboratorio de deja de realizar esta prueba,
esta técnica se la realiza rasurando dos partes cuadrangulares de 5¢cm por cada lado, la
parte de aplicacion es en el tercio medio del cuello, en una aproximado de 10cm de la
cresta superior se realiza la inoculacién y 110cm debajo de la anterior, asi mismo se
inocula 0.1ml de M.avium y M. bovis, una vez inyectado se levanta el pliegue en la zona
rasurada y se mide con el cutimetro y se registra en milimetros, y las lectura se la debe

realizar a las 72 horas + 6 (36)

2.12. REACCION A LA CADENA POLIMERASA (PCR)

Este método se lo realiza por su rapidez comparado con otros métodos de diagnostico,

esta se lo utiliza para identificar micobacterias, clamidias, micopalsmas, brucelas u otras
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bacterias que su crecimiento es lento, ya que esta prueba se la puede hacer en un dia.
También es utilizado gracias a su sensibilidad y especificidad para tuberculosis en que
tiene para detectar las al microrganismo como es la tuberculosis en ganado y humano. Ya
que esta técnica amplifica pequefias cantidades de ADN, el PCR tiene como ventaja que
codifica el gen de la proteina MPB70 que se dice que es especifica de M.bovis (37)

2.13. ERRADICACION PREVENCION Y CONTROL

Una manera para minimizar y eliminar las pérdidas ocasionadas por la tuberculosis que
ocasiona al ganado y asi mismo para prevenir posibles casos en humanos por esta bacteria
de M. bovis. La erradicacion se refiere hacer las pruebas necesarias hasta la eliminacion

completa de los animales que sean reactores afirmativitos de un rebafio (38)

La prevencion es uno de los factores mas importantes en las ganaderias que se tienen que
tomar en cuenta, uno de los casos mas antiguos y eficaz es la cuarentena al obtener un
caso positivo, también otros métodos como es la higiene ambiental con el Gnico propdsito
de minimizar la infeccion en el rebafio, asimismo tener charlas o capacitaciones para los

ganaderos de las posibles enfermedades que pueden tener en su ganaderia (38)

Para reducir los casos de tuberculosis bovina tanto en animales como en humanos se debe
tener el control estricto como es la bioseguridad, un programa de eliminacion de los
animales que se encuentren positivos a las distintas pruebas sometidas, una pasteurizacién
lactea, para venta o para realizar subproductos de la leche como mantequilla o quesos
(39).

Ecuador no tiene un programa para el control de esta enfermedad como es la tuberculosis
bovina o tener conocimientos exactos de esta enfermedad, se debe implementar
obligatoriamente pruebas diagndsticas y en caso positivo eliminar los animales que

pueden ser vehiculo a infectar a los de mas animales (39).

2.14. TRATAMIENTO

Si hay tratamiento de esta enfermedad pero no se la recomienda por lo que es demorado

y costosa y corre el riesgo de contaminar a otros animales, la forma mas efectiva es matar
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al animal y botar su carcasa para evitar la contaminacion tanto en el rebafio a las personas

que pueden consumir de este animal infectado (40)

2.15. TUBERCULOSIS BOVINA EN DIFERENTES PAISES

En Perd la Gltima investigacion a nivel nacional tenia una prevalecia en el afio 1965 la
cual fue de 18.1% donde se realizaron la prueba de tuberculina ano-caudal, después en el
afio 1999 se realizaron evaluaciones por el Servicio Nacional de Sanidad Agraria
(SENASA) donde se realizd programas de control y erradicacion para los animales
infectados de tuberculosis bovina, donde se report6 que el 0.17% de reactores positivos
se encontraron en el lugar de Junin en 1798 animales, en el Cusco no hubieron casos
positivos por lo que dio resultado a 0% en 1500 animales, en la ciudad de Arequipa la
prevalecia arrojo un resultado de 0.075% en 63702, en el sector el Puno la prevalencia
fue de 0.21% en 1901 animales, y en la ciudad de Cajamarca los estudios dieron positivos
creando una prevalencia de 0.64% de 7487 animales. En el afio 2002 se realiz6 una
investigacion para ver si habia presencia de tuberculosis bovina en la provincia de
Parinacochas, Ayacucho con la técnica de intradermorreaccion en la zona del pliegue ano
caudal donde ningun animal bovino presentd positivo o como reactor teniendo 0%, puede
ser por la baja densidad animal, por la explotacion bovina, medio ambiente que no es el
optimo para la bacteria y la vigilancia que realiza el SENASA que prohiben el ingreso a

animales positivos a tuberculina (41)

29



Poblacion de Estratificacion de la Animales

Distrito bovinos muestra muestreados

(n) (n) (n)
Chumpi 4,195 63 85
Coracora 7,635 115 143
Pullo 6,008 91 101
Puyusca 7,664 116 132
Total 25,502 385 461

Tabla 1 Poblacion total de animales muestreados para evaluar la presencia de
tuberculosis bovina en la provincia de Parinacochas

En la ciudad de México en el afio 2004 se realizo un estudio de 41 vacas la cuales se
dividieron en dos grupos, donde el primero esta conformado de 21 vacas Holstein Friesian
que son reactores a las prueba de tuberculina simple caudal que en el lugar se encuentra
alto indice de prevalencia de animales tuberculoso en el estado de México y como testigo
en el segundo grupo se colocaron 20 vacas de la misma razas negativo a tuberculina
simple caudal ubicados en la ciudad de Sonora. Este total de animales fueron sometidos
a faenamiento y realizados la inspeccion post mortem donde se observaron los
linfonddulos como traqueobronquiales, mediastinicos, submandibulares, retrofaringeos,
hepaticos, mesentéricos, supramamario e iliacos, estas muestras se las llevaron a realizar
las pruebas de bacteriologia e histopatologia, esta ultima se sometié a fijacion en 10% en
solucién de formaldehido que se incluyeron en parafina, y los histopatoldgicos se tifieron
con Ziehl-Neelsen y hematoxilina-eosina con el fin de observar la bacteria de M. bovis y
fueron cultivadas en stonebrinks con piruvato. Milddlebrooks y herrolds que es a base de
huevo, y como resultados en las 21 vacas que tenian procedencia del sector alto en
tuberculosis bovina, el 71.4% las lesiones eran acorde a tuberculosis bovina, Ziehl-

Neelsen salieron positivas de 15/21 y en el 52.4 se aisl6 M. bovis (42)
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HISTOLOGY PCR

Animal LN:Lesion MGL P HE ZN Cultivo )”"}"-’"' Nested
Num Degree
T SIM r . 5 . S — —

Tr:2M:2 L1l + + -

3 Tr:3M:3 LI 4 - > 3

4 Tr:3M:3 I + + - . 4 +

b) Tr:3M:3 1 + +

¢ TrIM:3 m ¢ + = + =

7 SIM LI T . 4 + ; . +

8 R:2 I, 4 4 - - +

9 Tr:2M:2 LN +

10 Tr:3M:3 LI }

1 Ir:3M:3 LI

12 Tr:IM:3 L +

13 Tr2M:3 I

14 T2 M:2 I

15 Tr:2M:1 L + *

16 Tr:2M:2 I + + + : +

17 Tr: I M:1 I 4 4 } i .

18 Tr:iM:1 I + + + : +

19 Te2M: 1 I + } . + " 4

20 Tr:IM:2, 3 LIL I + + ' ' + }

21 2 M3 I - . + + "

| 2 0 6 10 10 0

10 0 29 48 48 0
T 19 | 15 1 1 21

90 100 | 52 52 100

Tabla 2 Descripciones de lesiones y resultados de las diferentes pruebas para
tuberculosis bovina

En el Ecuador la tuberculosis bovina a los animales es de bajo conocimiento por la
insuficiente informaciéon la enfermedad, una de las pruebas que mas se la utiliza es la
intradérmica, comparativa y simple, es dificil obtener datos por lo dificultoso que es

plantear programas de vigilancia (8).

Segun Proafio (8) en un estudio que se realiz6 en Imbabura se indic6 que la prevalencia
es de 3.9% en los cantones de Otavalo, ElI Angel, Espejo y Cayambe; en el sur de
pichincha en el canton Mejia su prevalencia fue de 7.9%. En el afio 2008 por la misma
zona revela que la prevalencia fue de 7.15% ya que esta es una regién importante de

Ecuador por su zona lechera.

En el afio 2013 en las provincias de Manabi y Santo Domingo de los Tséachilas
perteneciente region costa. Las investigaciones de tesis por la realizacion del método de
tuberculina en el pliegue ano-caudal para 160 animales se lleg6 a conocer que la

prevalencia llego a los 12.86% (43).
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En la parte de la sierra, en la provincia de Loja en el 2014 se realiz6 la prueba de
intradérmica simple y en animales faenados del matadero que se encontraron en
frigorificos, se realizaron pruebas mediante el método de baciloscopia con tincion de
Zielh Neelsen, dieron positivos al 6.2% en inoculacion intradérmica y 17.3% por el
método de baciloscopia, llegando a conocer que en la provincia de Loja hay prevalencia

de tuberculosis bovina (19).

SECTCR FPOSITIVOS SOSPECHOSO0S
Nro. Porcentaje Nro. Porcentaje

EL CISNE 0 0,00 0 0,00
YANGAMNA 1 455 5] 23,08
ELWVALLE 17 7727 8 30,77
GUALEL 0 0,00 0 0,00
JIMBILLA, 0 0,00 0 0,00
MALACATOS 0 0,00 1 3,85
QUINARA 0 0,00 0 0,00
SAN LUCAS 0 0,00 0 0,00
SAMN SEBASTIAN 3 13.64 9 34,62
SANTIAGO 0 0,00 1 3,85
TAQUIL 0 0,00 1 43,85
VILCABAMBA 1 4,55 0 0,00

TOTAL 22 100 26 100

Tabla 3 Bovinos reactores de los reactores del Cantén de Loja

R de | Reacto i s, o
) o de s, n
Parroguia Eﬂ?& namoquia e Primera|Segunda | Diferencia antre | Incremento de
hisclura lactura leciras grosor
El'Vabe 1-4 afiog 4 4,00 13,00 2,00
Reaciones El'Vabe 12 4 80 15.70 10,90
Positivos [\ abamba 5-8afios 1 3,00 9.20 8,20
Chuquiribamba 2 350 9,00 550 9.79+4 93
El 'Vala 1 5,00 24 50 16,50
Yangana 912 aMos 1 2,00 8,30 6.30
San Sebasian 1 290 13.20 10,30
Promedio 4 254113 14,0442 44
El'Vals 7 338 6,68 342
1-4 afos
Yangana 3 1.7 5,08 337
El Vabe 2 4,50 T.55 305
Yangana 2 2,02 533 am
Reactones g 5.8 afios
Sospechosos | Santlago 1 2,00 500 300 333036
Total 26 I on Sebaskidn 8 4,07 751 344
Yangana 1 2,00 5,00 3.00
Malacalos 8-12 afos 1 2,00 6,00 4,00
San Sebastian 1 403 .08 305
Promedio 32421 41 657141

Tabla 4 Aumento de grosor mm del sitio de inoculacion en los bovinos ya sean
positivos 0 sospechosos
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Muestras | Numero | Ba;iloscc:pia positiug

Cantidad | Porcentaje| Cantidad | Porcentaje
Pulmén 10 12,82 2 20,00
Higado 23 29.49 4 17.39
Ganglio popliteo 6 7,69 1 16,66
Ganglio cervical superficial 3 3,85 1 33,33
Ganglio mamario 19 24,36 1 5,26
Ganglio mediastinico caudal 3 385 0 0,00
Ganglio mediastinico 5 6,41 0 0,00
medio
(Ganglio mediastinico 9 11,54 0 0,00
craneal

78 100 9 100

Cuadro 1 Diagndstico por medio de la tincion de Ziehl Nelseen

En la provincia de Cotopaxi, Carchi, Imbabura se realizaron pruebas a ganado con el
método de tuberculina ano caudal y los resultados obtenidos fue de 8.5% en la provincia
de Cotopaxi y Carchi y con un 4.6% en la provincia de Imbabura, llegando como una
pequefia discusion que en la parte alta de la sierra se encontrd positivo a tuberculosis
bovina provocando una preocupacion porque en la sierra los productos como la leche se

toma cruda en algunos sectores de las diferentes provincias (43).

Segun Ramos (3) en la parte baja de la provincia donde se muestreo 269 animales en la
cual se realizd la prueba tuberculina intradérmica, ano caudal en los cantones de El
Guabo, Machala, Santa Rosa, Arenillas y Las Lajas el resultado de prevalencia fue de 0%
y en la cual el sexo de bovinos fueron més hembras 245 teniendo 91,1% y machos 24
teniendo 9,95.

En los humanos la tuberculosis bovina no registra un estudio exacto pero se registré un
estudio solo presentaron trabajadores de fincas y de algunos camales, llegando a tener un
29% de positivo mediante la prueba de tuberculizacion, aunque se dice que no es
especifica para la bacteria de M tuberculosis se asocia entre el test y el consumo de leche
cruda (19).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES
3.1.1. Localizacién del area de estudio

Esta investigacion se la realiz6 en el camal del cantdn Pasaje provincia de El Oro, para la

toma de muestras de los ganglios linfaticos de los animales faenados.
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Figura 4 Mapa canton Pasaje

3.1.1.1. Limites

Limita al norte con el cantdn el Guabo, al sur con el cantén Santa Rosa, al este con la

provincia del Azuay y Zaruma y al oeste con el canton Machala

34



3.1.1.2. Coordenadas geogréficas

Coordenadas

3°19'37"S 79°48'18"0O

Altitud

* Media 550 ms.n. m.

* Maxima 1000 ms. n. m.

* Minima 100 ms. n. m.

3.1.2. Materiales

Camal

Recipientes para muestras
Botas

Casco

Pilas refrigeradas
Camara fotogréafica
Guantes

Empaques ziploc
Mandil

Envase con cloro
Cuchillo

Hojas de registro

Marcador permanente
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Laboratorio

YV V.V VYV V V VYV V V V VYV V V VYV V V V VYV V VY

Bisturi

Guantes

Mascarilla 3M N95
Zapatones

Cofias

Tijera

Bajalengua
Morteros

Agua destilada
Medio de cultivo Stonebrink y Ogawa Kudoh
Isopos

Cloro

Porta objetos

Papel filtro
Microscopios
Gradillas

Pinza anatomica
Algoddn

Asas bacterioldgicas
Fosforos

Gafas

Equipos

YV V V V V V

Estufa

Microscopio optico

Cabina de seguridad biolégica
Termobloque

Autoclave

Congelador
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Sustancias y reactivos

Agua destilada
Soda al 4%
Alcohol industrial
Alcohol acido
Aceite de inmersion

Colorante fucsina fenicada y azul de metileno

YV V V V V V VY

Medios de cultivo Ogawa Kudoh y Stronebrinks

3.2. POBLACION Y MUESTRA

Poblacién de estudio: Comprende el total de los bovinos ingresados dos dias a la semana

en el camal durante un mes que fue un total de 151 bovinos

Unidad experimental se realizo un estudio descriptivo, observacional, sobre los ganglios
alterados, ya seas por su tamafio o forma que presentaban los animales que iban hacer

faenados

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Técnica e instrumentos de investigacion

e Recoleccion de las muestras de los ganglios linfaticos, estos nddulos linfaticos
deben ser extraidos del animal que se esté faenando y se vean alterados, que
posiblemente sean por Mycobacterium bovis, este trabajo se lo realizara en los

dias que se faena mas animales (Jueves y Viernes) que se realizo por un mes.

e Se realiza la siembra de medios de cultivo para el microorganismo
Mycobacterium que en este trabajo se utilizaron Ogava Kudoh (OK) y Stonebrink

(ST), este medio de cultivo se lo debe revisar cada 7 dias para observar si hay
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crecimiento de colonias en cada cultivo que se realizd, este procedimiento se lo
debe verificar por 6 semanas, si no hay crecimiento de colonias el tubo de cultivo

se lo desecha.

e Se realiza la técnica de baciloscopia cuando haya crecimiento de las colonias en
los medios de cultivos, para luego realizar la tincién de Ziehl/ Neelsen y observar

si hay presencia de mycobacterium

3.3.2. Poblacion y muestras

La poblacion que se utilizo, fueron los animales que llegaron al camal para ser faenados

durante el mes de noviembre en el camal municipal del canton Pasaje

De la poblacién bovina que llego al camal se realizd la respectiva inspeccion de los
linfonddulos y todos aquellos que presenten alteracion se procede a recolectar aquellos
nodulos afectados para la realizacion de las investigaciones durante el periodo de estudio

que se realizé en el mes de noviembre del 2019,

3.3.3. Disefio de la investigacion

El presente trabajo investigativo es de tipo observacional, transversal, prospectivo y

analitico.

En la investigacion se valoro prevalencia de tuberculosis bovina, donde se utilizo la
inspeccion macroscoépica, analisis PCR-LAMP, cultivos y la realizacion estadistica de los
animales infectados con tuberculosis bovina ademaés de las variables sexo, edad, raza y

procedencia

3.3.4. Variables de estudio
» Raza
» Edad
> Sexo

> Procedencia
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» Animales positivos a tuberculosis bovina

3.3.5. Metodologia de trabajo

Este trabajo investigativo consistid en dos partes: campo y laboratorio, donde la primera
parte del trabajo consistié la observacion y recoleccion de ganglios linfaticos, como:
retrofaringeos, cervicales, mediastinicos que presenten alterados tanto en tamafios como
en forma y lesiones pulmonares en la inspeccion post mortem por un mes en el camal del
canton Pasaje que se realiz6 el dia 7 de Noviembre hasta el dia 29 de Noviembre del 2019
realizando la revisién de ganglios dos veces por semana observando un total de ocho dias.
La segunda parte consistio los andlisis en el laboratorio donde se realizo en el Instituto
Nacional de Investigaciones en Salud Publica (INSPI) que estuvimos ubicados en el area
de zoonosis, donde se realizo el respectivo cultivo de las muestras que se extrajeron de
los bovinos sospechosos con tuberculosis, estos cultivos se los realizo ogava kudoh (OK)
y Stonebrinks (ST), también se realizo la técnica de baciloscopia, donde previamente se
realizo la tincion de Ziehl- Neelsen (ZN) para visualizar los bacilos con claridad, para

confirmar que es positivo a Mycobacterium Bovis se realiza la técnica PCR-LAMP

3.3.5.1.  Anadlisis y recoleccion de muestras

Muestreo en el camal

En esta parte de la investigacion consistié en observar los ganglios de los animales que
se estan faenando y ver que tengan alteraciones que se asemejen a la M. bovis, en el cual
duro un mes que consistia en ir al camal los dias que mas animales faenaran que fueron
dos veces por semana por el tiempo mencionado, a continuacion, los pasos que se realizo

en el camal.

» En el camal del cantdn Pasaje se realiza el faenamiento a las 3am, antes de que
los animales ingresen a ser faenados, se hace una pequefia observacién de los
animales que podrian tener tuberculosis, observando si presentaban signos clinico
como caquexicos, tos, decaimiento, debilidad, fiebre, también se anotaba la edad,
raza, sexo y la procedencia de cada animal, pero apartemente de la observacion
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ante mortem, se observé a todo los animales en el momento de faenamiento para

inspeccionar si presentaban los ganglios linfaticos alterados.

» El camal presenta una linea de faenamiento que sigue un orden al momento de la
matanza como es: aturdimiento, degollado y desangrado, luego lo cuelgan
mediante una cadena en las cual se prosigue a cortar las patas, descuerado,
eviscerado y despiece. Una vez que las visceras se la saco paso al area de revision
donde se procedio6 a observar los ganglios pulmonares que son: (mediastinicos y
traqueobronqueales) y retrofaringeos. Los ganglios que se buscaba son los que se

encontraban alterados en su forma y su tamafio.

» Cuando se extraia los ganglios alterados se hacia un corte transversal con un
cuchillo para observar internamente si presentaba una coloracién negra o
presencia de algo fuera de los comun, posterior a eso se lo llevaba a la muestras
para ser colocada en un envase de plastico (muestras de orina) y luego se la
colocaba en una funda ziploc donde se anotaba el nimero de vaca para luego pedir
los datos antes mencionados, y para finalizar se lo colocaba en un Cooler donde
obtenia pilas de hielo para que la muestra no se dafie, y al finalizar se pasaba al
cuchillo por un frasco que contenia cloro por 5 segundos para desinfectarlo y pasar

a otro animal.

» Una vez que las muestras estén refrigeradas se las vuelve a colocar en el Cooler
con las pilas de hielo para que las muestras puedan ser transportadas al laboratorio
de Guayaquil, las muestras se las recolecto los dias jueves y viernes por cuatro
semanas 0 un mes, luego ser transportadas el dia lunes al INSPI para ser

sembradas.

Siembra en los medios de cultivos microbiolégicos

Las muestras que se las llevd al instituto se las sembré en dos medios de cultivo:
Stonebrink (ST) y Ogava Kudoh (OK) una vez sembrada se procedi6 a incubarlas a una

temperatura de 37°C, luego de ser sembradas los tubos cultivados se mantienen en
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posicion horizontal y con la tapa semi abierta después de 48h se colocd vertical los tubos

y se apreto las tapas, descripcion de los pasos a continuacion:

>

Al momento de la siembra en la camara de seguridad bioldgica se colocé un papel
de despacho para poder realizar los cultivos, y colocar los materiales respectivos

que se usarian en la practica

Una vez que se ingreso los materiales se realizé una separacion de lo estéril con
lo no esteéril para evitar contaminacion en el procedimiento de los cultivos, una
vez colocado los materiales en su posicion se procedio a realizar el respectivo

cultivo

Para realizar el cultivo primero se saco la muestra de la bolsa ziploc, se abrid en
envase de plastico y con ayuda del bajalenguas se colocé la muestra (ganglio)
dentro de los morteros de porcelana para realizar el macerado de la misma, antes
del macerado con ayuda del bisturi se saca dos porciones del ganglio que estén
mas afectas, una va a hacer macerada y la otra se lo coloca en un Tubo Muestras

Polipropileno para hacer una resiembra

La muestra que va hacer macerada se agrega 1ml de agua destilada estéril y con
la ayuda de la maja se lo tritura bien hasta tener una mezcla homogénea, posterior
a la mezcla con la ayuda de un isopo se lo humedece bien sin coger grumos de
ganglio para luego colocar en un tubo de soda conformado por hidréxido de sodio,
sin antes mencionar que en el tubo de soda se lo debe introducir no méas de dos

minutos para descontaminar la muestra pero no matar al micobacteria

Luego que pase los dos minutos en la soda, el isopo se lo coloca en el tubo de
cultivo que ya estd rotulado haciendo forma zigzag de abajo hacia arriba,
recordando no hacer con mucha fuerza porgue se puede dafiar el medio y no vale
la muestra y como se uso dos medios de cultivos y cada uno se divide en dos y
cada uno se lo realiza con isopos nuevos, los cultivos que se realizo fue Ogawa
Kudoh (OK) y Stonebrink (ST), cada uno con dos tubos, 4 en total. Una vez

terminado este proceso con cada muestra llevado al instituto se coloca en un
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envase boca ancha que contenga cloro al 5% para introducir los materiales

contaminantes

» Al finalizar la investigacion se cultivd 15 muestras con un total de 60 tubos de
cultivos de OK 'y ST

Incubacién y lectura de cultivos

» Una vez finalizado la siembra los tubos de cultivo se procede a colocar en una
gradilla ordenamente siguiendo la secuencia, estos se los coloco en una estufa a
37°C, los tubos no se los tapaba completamente, dejando semi abierto y de manera
horizontal, no se los tapo completamente hasta dentro de 48h para que haya un
intercambio de gases ya que el bacilo es aerobio estricto, una vez transcurrido las
48h se saca la gradilla de la estufa para levantar los tubos y cerrarlos
completamente, estos permanecieron en la estufa de 6 semanas con la misma
temperatura antes ducho. La primera lectura del primer cultivo se lo realizo

después de 7 dias y asi sucesivamente con las deméas muestras por un mes.

» Cuando era el momento de las lecturas se revisaba si el cultivo estaba bien
sembrado y no haya contaminacion, ya que si presentaban contaminacion se debia
hacer una resiembra. Las lecturas que se realiz6 se comenzaron a observar
presencias de colonias en la segunda semana de siembra, en la primera no se noto

algun cambio en el cultivo.

Incubacion y conservacion de las colonias bacterianas

» En esta etapa del trabajo ya habian transcurrido 5 semanas de la primera siembra
por lo tanto se comenzo a aislar las colonias bacterianas presentes en el medio de
cultivo. En la quinta semana los tubos que se cultivaron si presentaban
crecimiento en dos muestras cultivadas por lo que tenian buen tamafio de colonia
y se comenzo con la conservacion de las mismas. A continuacion, los pasos que

se realiz6 en el INSPI
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Primero se equip6 siguiendo con las normas de bioseguridad, una vez colocado el
equipo a trabajar se procedio a retirar de la estufa los tubos de cultivo para realizar
la observacion, a lo que se iba revisando también se eliminaban los tubos que

tenian mas de 6 semanas y no presentaban algun tipo de colonia.

Posteriormente se ordend los tubos debido a su secuencia para luego llevarlos a la
camara de bioseguridad y trabajar con ellos, se ingresa los materiales necesarios
que se utilizaran para la extraccion de colonias de los diferentes tipos de cultivos,
OK'y ST, con la ayuda de un marcador se rotuld los microtubos en los cual iban
hacer extraidos, estos microtubos con agua destilada se coloc6 las colonias
adentro para estas luego pasar a conservar en congelacion de -86°C. Los tubos de
cultivo adquieren en algunos dos o mas colonias, la cual en esos casos se debe

extraer las colonias que contenga en la siembra.

Estas colonias eran extraidas con la ayuda de un asa descartable, con la que se
cogia la punta las colonias y llevado a los microtubos con agua destilada estéril
teniendo que hacer movimiento circular para que la colonia del asa se desprende
de la misma y quede en el microtubo, para cada colonia se requiere cada asa y se

va eliminando la mismay asi se la realiza para cada tubo de cultivo.

Luego de cada extraida de la colonia en los microtubos, estos se los iba colocando
en un termobloque (accublock digital dry bath) que contenia una temperatura de
87°C por un tiempo de 30 minutos para que suceda el proceso de inactivacion de

la bacteria.

Una vez finalizado todo el proceso anterior con todas las muestras, los microtubos
fueron colocados en una caja de congelacion para mantenerlos a una temperatura
de -86°C. para luego aplicar la técnica de tincion de Ziehl -Neelsen y la técnica

de baciloscopia
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3.3.5.2. Baciloscopia

El acido alcohol resistente es la propiedad que tiene las micobacterias percibir en su pared
la fucsina o también la auramina que es de un color amarillo fluorescente para conservar
aun con la accion decolorante, asi sea la mezcla de alcohol y acido. Esta tiene
caracteristicas un alto contenido de lipidos, especialmente en los acidos micélicos que
contiene en la pared celular. Esta técnica si se la utiliza correctamente al bacilo se lo puede
diferenciar como un bastoncito rojo fucsina. Esta técnica no es especifico del bacilo

tuberculosis, sino que tienen todos los géneros de Mycobacterium(44)

La baciloscopia se la utilizo para los medios de cultivo que si presentaron colonias
mediante la técnica de Ziehl-Neelsen para observar si hay presencia de bacilos acido-
alcohol resistente (BAAR)

Rotulacién de placas portaobjetos

Primero nos equipamos correctamente, una vez ya equipado se procede a sacar las
colonias bacterianas que se encontraban en congelacion y se las ubica en orden para poder
rotular los portaobjetos. Terminado de rotular se pasa a la cAmara de segurida y se coloca
papel de empaque y luego se ingresa todos los materiales que vamos a trabajar y se coloca

en orden.
Preparacion de las placas

Primero con la ayuda de una pipeta calibrada se coge aproximadamente una gota de los
microtubos donde estaban las colonias bacterianas inactivadas, y se pone en el portaobjeto
y con la ayuda de la punta del calibrador se hacer circulos expandiendo, para hacer los
mismo en otra muestra se debe eliminar la punta en un envase boca ancha con cloro, esta
gota que se coloco en el portaobjeto se deja secar dentro de la cdmara de seguridad

colocando a un lado para que no moleste o se dafie la muestra.
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Tincién de Ziehl-Neelsen

Una vez que ya se hayan secado las placas se procede a llevar a una area donde se procedio
con latincion, esa area se la equipo acorde a lo que tenemos que realizar, el lugar a trabajar
fue un lavabo donde se lo cubrié con funda pléstica para evitar que se manchen las paredes
con el procedimiento de la tincion, se colocd una rejilla para poner los portaobjetos las

cual no se debia colocar juntas para poder después moverlas.

Posterior se coloca un papel filtro cortados en cuadros que cubra la zona donde se coloco
la gota de la muestra en cada portaobjeto, una vez colocado el papel filtro se destapa los
tres colorantes que se iban a poner que son la fucsina, el alcohol y el azul de metileno. Ya
teniendo los colorantes se procede a colocar primero la fucsina en toda la placa, fucsina
se la deja actuar por 5 minutos, tiempo adecuado para que este colorante entre en el bacilo
y se fije en sus lipidos, durante ese tiempo hay que flamear por debajo de las placas a
todos los portaobjetos hasta observar tres emisiones de vapor en cada placa hay que tener
en cuenta que no se debe dejar secar el papel filtro porque se puede quemar y tampoco

hacer hervir la fucsina porque podria matar al bacilo y obtener d esta una mala tincién.

Una vez que ha pasado los 5 minutos del flameo se prosigue a sacar el papel filtro de
todas las placas con la ayuda de una pinza y colocando en un envase de desecho, esas
placas se la pone a cada en agua para que se lave el exceso de fucsina pero no abrir
demandado la llave, sino un poquito y que no caiga directo en la mitad donde esta muestra
si no de un lado, lavando de los dos lados, luego se coloca las placas en el mismo lugar y
procede a colocar en cada placa alcohol acido durante un minuto, asi mismo pasado el

tiempo se procede a lavar con un chorro minimo.

Las placas lavadas se las vuelve a poner en el lugar donde estaban y posterior se realiza
la Gltima tincion con azul de metileno y este colorante es colocado en todas las placas en
su totalidad dejando que actle durante un minuto, culminado el tiempo se la lava teniendo
cuidado como las anteriores y se las coloca en un soporte para portaobjetos y se deja secar

a temperatura ambiente, para luego ser observadas a microscopio.

45



Lectura de placas

Una vez secas las placas se las lleva a microscopio y debemos ver si se cumple con los
dos objetivos, el primero determinar si en el extendido encontramos BAAR y el segundo
cuantificar aproximadamente la riqueza de bacilos, para la respectiva observacion al
microscopio se realiz6 una limpieza a los lentes, ya limpiados se coloca la placa en el
microscopio Yy se observa con la ayuda del lente 40x para ver si presentaba un color rojizo
y si presentaba se aumentaba el lente 100x colocando en la mitad de la placa una gota de
aceite de inmersion, observando de arriba abajo y de izquierda a derecha, y Ssi
encontramos como un bastoncito de color fucsina el resultado es positivo y si
encontramos todo azul el resultado es negativo. Sin olvidar que al terminar la revision de

la placa de debe limpiar con un pafio el lente para realizar la otra observacion.

Diagnostico molecular PCR-LAMP

LAMP es una técnica de ciclado automatico cuya reaccion es relativamente rapida, capaz
de amplificar masivas copias de ADN (109 - 1010) a partir de un pequefio fragmento, en
un limite de tiempo de hasta una hora requiriendo una sola temperatura (isotérmica) y

Unica enzima ADN polimerasa.

Para la técnica de PCR-LAMP se utilizaron los primers Forward interno MbFIP: 5’
GGAAGGCGTCATGACCAAACCATTAATGTGCGAGCTGAGCG 3 y Reverse
interno MbBIP: 5 GCCTACAACGGCGCTCTCCATTGACCAGCTAAGATATCCGG
3’; Forward externo MbF3: 5> TTCCGAATCCCTTGTGAAGT 3’ y Reverse externo
MbB3: 5> CCCGTAGCGTTACTGAGAA 3.

Con este método diagndstico se logra determinar la presencia de Micobacterias (sean
tipicas o atipicas), bacilos del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTCB) y ademas

el M. bovis. Para ello se efectla el siguiente proceso:

Extraccion de ADN. — EI ADN gendmico es obtenido a partir de las colonias positivas

aisladas en los medios de cultivo OK 'y ST.

Disefio de primers LAMP. — Los primers o cebadores LAMP se disefian en base al gen
0 secuencia especifica que se desee amplificar, esto es posible por la disponibilidad del
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software en linea Primer Explorer V4 que genera los conjuntos de cebadores en funcion
de la secuencia objetivo (el gen especifico de M. bovis es el gen mpb70; nimero de acceso
de GenBank: EU683971).

Los conjuntos de cebadores que emplea LAMP son cuatro esenciales, Forward interno
(FIP) y Reverse interno (BIP) y, dos externos: Forward (F3) y Reverse (B3), usados para
identificar 6 regiones diferentes de un mismo ADN objetivo, lo que hace que sea
altamente especifico. Adicionalmente se puede emplear de manera opcional, los llamados
cebadores de bucle: cebador de bucle hacia adelante (LF) y cebador de bucle hacia atras
(LB), que permiten acelerar la reaccion y aumentar la sensibilidad al reconocer hasta 8

regiones diferentes de secuencia diana en total.

Los conjuntos de primers disefiados en este trabajo fueron tres, el primer o cebador 1 tiene
como funcidn reconocer si existe la presencia de Micobacterias, el primer 2 para conocer
si pertenecen al complejo Mycobacterium tuberculosis y el primer 3 para estimar la

presencia de M. bovis.

Desnaturalizacion. - Se coloca en un microtubo una porcion de muestra y se la mezcla
con el primer respectivo. Luego se realiza la desnaturalizacion, para ello se calienta en el
termociclador a la mezcla a una temperatura de 96 °C durante 5 minutos para que se

realice la separacién de la doble cadena de ADN.
Alineamiento. — En esta etapa los primers se unen a un pequefio fragmento de ADN.

Elongacion. - Es la etapa donde la hebra de ADN se alarga al agregar nuevos nucle6tidos
por la accion de la polimerasa. Para esto se agrega la polimerasa en cada microtubo y a
continuacién se los coloca en el termociclador a una temperatura de 60° C durante 60

minutos para posteriormente realizar la electroforesis.

Meétodo de visualizacion. — Se aplica la electroforesis, la cual consiste en separar grandes
moléculas (acidos nucleicos) en un campo eléctrico, para esto se prepara un gel sea de
agarosa o de acrilamida y se agrega bromuro de etidio que al unirse al ADN permite la
visualizacion de amplicones en forma de bandas en una foto digital cuando es expuesto a

la luz ultravioleta.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE LINFONODULOS
ALTERADOS EN ANIMALES MUESTREADOS

Del total de 151 animales que fueron faenados, 15 animales fueron sometidos a analisis
correspondiente para corroborar que tengan tuberculosis bovina, llegando obtener 90,1%

sin alteracién y 9,9% con alteracion en los ganglios linfaticos.

Tabla 5. Proporcion de poblacion bovina inspeccionada segun la presencia de alteraciones

compatibles con Tuberculosis bovina

Inspeccion Macroscopica

Porcentaje
Frecuencia
Sin alteracion 136 90,1
Con Alteracion 15 9,9
Total 151 100,0

La frecuencia de canales de abasto con la sospecha de infeccién a Micobacteria de 151
animales, se obtuvieron 15 ganglios alterados macroscépicamente a Mycobacterium
bovis, correspondiendo al 10% total de las muestras, mientras que Mora (2018) (45)
manifiesta que de 2178 bovinos recogié 50 ganglios alterados correspondiendo al 3%
total de muestras, asimismo Mora dice que (Rébak, el at, 2005) que en 4769 cabezas de
ganado obtuvieron 276 muestras con lesiones macroscépicas a Mycobacterium bovis que

corresponde a 6% del total de la muestra teniendo un resultado similar.
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4.2. IDENTIFICACION DE PRESENCIA DE BACILOS ALCOHOL-
ACIDO RESISTENTE (BAAR), COMO CAUSA DE LAS LESIONES
GANGLIONARES

De los 15 animales que se realizaron los andlisis por el método de bacilos alcohol-acido
resistentes después de efectuar la tincion de Zielh-Neelsen en las colonias de los medios
de cultivo como Stonebrink (ST) y Ogawa kudoh (OK), la tabla 6 indica que, de las 15
muestras, 4 resulto positivo a BAAR que corresponde al 26.7%, y dando como negativo

a 11 muestras obteniendo el 73.3% a BAAR

Tabla 6 Resultados de baciloscopia de colonias aisladas de los medios de cultivo
Stonebrink y Ogawa kudoh

Baciloscopia BAAR/ Medio ST Y Ok

Frecuencia
Negativo 11
Positivo 4
Total 15
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Baciloscopia BAAR

80

Porcentaje

MNegativo Positivo

Baciloscopia BAAR

Figura 5 Porcentaje de baciloscopia de colonias aisladas de los medios de cultivo
Stonebrink y Ogawa kudoh

En el estudio que se realizé de tuberculosis bovina, empleando el método BAAR de los
ganglios de 151 bovinos, en 15 animales se observd alteraciones demostrando un
resultado de 26.7% positivo y 73.3% negativo representando una porcion de 4 y 11
respectivamente, mientras Cruz (2019) (46) de 225 animales, 62 muestras fueron llevadas
a laboratorio dando un resultado de 27 muestras positivas a BAAR representando el
43.5% y negativo 35 muestras representando el 56,5% en los analisis de baciloscopia.
Asimismo, llegando a una similitud con el resultado en el cultivo de Stonebrink donde
hubo mas crecimiento llegando a tener Cruz 16 positivos y en OK 12, mientras que en mi

investigacion 3 crecieron en ST y 1 en OK.
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43. DETERMINACION DE PREVALENCIA DE MYCOBACTERIUM
BOVIS POR EL METODO DE PCR-LAMP

Tabla 7 Resultados obtenidos del aislamiento de colonias positivas en los medios de

cultivos OK y ST sometidas a la técnica de PCR — LAMP.

PCR-LAMP

PRIMERS Positivo Negativo %
Mycobacterium spp 2 149 1.32
M. tuberculosis - 151 0

M. bovis - 151 0

La tabla 7 nos indica que los resultados obtenidos después de aplicar la técnica de PCR-
LAMP a las colonias aisladas que resultaron positivas a bacilos aplicando la técnica de
coloracion Ziehl Neelsen que fueron sembrados en los medios de cultico Ogawa Kudoh
y Stonebrink, en donde se obtuvo el 1.32 % de positividad para micobacterias atipicas y

el 0% tanto para M. tuberculosis y M bovis

4.4. ASOCIACION ESTADISTICA

4.4.1. Variable Raza

De las 15 muestras que se realiz6 por alteraciones de linfonddulos, el 100% fueron

mestizas

Tabla 8 Presencia de tuberculosis bovina de acuerdo con la raza
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RAZA DE BOVINOS

RESULTADOS DE PCR -LAMP
RAZA MUESTRA %

Mycobacterium spp M.bovis
MESTIZA 15 100 1.32% 0%
TOTAL 15 100 1.32% 0%

En los animales muestreados el total 151 bovinos en el canton Pasaje se obtuvo 15
animales representando una prevalencia de 26,7% positivo a BAAR, destacando que hubo
el 100% raza mestiza de los 15 animales muestreados, mientras Cushicondor (2014)
manifiesta que en la investigacion realizada en los cantones Mejia, Santo Domingo de
Tsachilas, Rumifahi y Quito el mayor porcentaje fue en bovinos europeos representando

el 56%, en bovinos Cebuinos representa 26% Yy en raza Mestiza llego a tener 18%.

4.4.2. Variable Edad

Del total de 15 animales que fueron muestreados por presentar alteraciones de
linfonddulos, el 33.3% corresponden a animales de 3-4 afos, el 46.7% corresponden a

bovinos de 5-6 afios y el 20% de los animales estan entre los 7-8 afios.
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Tabla 9 Presencia de tuberculosis bovina de acuerdo con la edad de los animales

Frecuencia

EDAD

3-4 afios

5-6 afios

7-8 afos

TOTAL

%

33.3

46.7

20

100

RESULTADOS DE PCR -LAMP

Mycobacterium spp M. bovis
0% 0%
0.66% 0%
0.66% 0%
1.32% 0%
Edad

3 -4 afios

5-6 afios 7-8aflos

Edad

Grafico 1 Edad de los animales muestreados
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En los animales muestreados el total 151 bovinos en el canton Pasaje se obtuvo 15
animales con alteraciones de linfonddulos representando una prevalencia de 26,7%
positivo a BAAR, destacando que el mayor porcentaje de los animales analizados fueron
5-6 afos correspondiendo al 46,7%, siguen los bovinos que tienen 3-4 afios que fueron 5
correspondiendo al 33.3%, finalizando los animales que tuvieron 7-8 afios que eran 3
obteniendo el 20%, mientras que Cushicondor (2014) manifiesta que de 395 animales
Ilegaron 2-6 con alteraciones correspondiendo al 80%, siguiendo a los bovinos que
tuvieron menor de 2 afios teniendo 9%, terminando con animales mayor a 6 afios llegando
a 6%

4.4.3. Variable Sexo

Del total de 15 animales que se realizaron los anlisis por alteracion de ganglios linfaticos
observados en el faenamiento, 6 fueron machos teniendo un 40% y hembra 9

corresponden al 60%

Tabla 10 Presencia de tuberculosis bovina de acuerdo con el sexo del animal

SEXO DE BOVINOS

RESULTADOS DE PCR -LAMP

SEXO MUESTRA %
Mycobacterium spp M. bovis
MACHO 6 40 0% 0%
HEMBRA 9 60 1.32% 0%
TOTAL 15 100 1.32% 0%
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En los animales muestreados el total en el canton Pasaje se obtuvo 15 bovinos
representando una prevalencia de 26,7 positivo a BAAR, donde se encontrd que el 60%
eran hembras y el 40% machos, mientras que Cushicondor (2014) sefialo que en el canton
Mejia en una poblacion de 395 bovinos llego a tener un 75% hembras y 25% machos asi
mismo (Ramos, 2017) sefial que de 269 animales que realizo los analisis el mayor
porcentaje en sexo fue de hembras teniendo un total de 91% y machos 9%., llegando a

una conclusién que las investigaciones el mayor porcentaje en fue en hembras.

4.4.4. Variable Procedencia

Del total de 15 animales que se hicieron los analisis de los linfonodulos alterados, 5
bovinos pertenecen a Daliche correspondiente a 33.3%, 4 animales son del sitio de
Gualaquiza correspondiente al 26.6%, 3 animales pertenecen al Aguacate con 20% y
Pasaje, Chilla y La Vega 1 animal por cada lugar correspondiendo al 6.7 % por cada

bovino.

Procedencia

Frecuencia

Daliche Gualaquiza Aguacate Pasaje Chilla La Vega

Procedencia

Gréfico 2 Presencia de tuberculosis bovina respecto al lugar de la procedencia
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Tabla 11 Presencia de tuberculosis bovina respecto al lugar de la procedencia

RESULTADOS DE PCR -LAMP

PROCEDENCIA %
Mycobacterium spp M. bovis

DALICHE 33.3 0% 0%
GUALAQUIZA 26.6 1.32% 0%
AGUACATE 20 0% 0%
PASAJE 6.7 0% 0%
CHILLA 6.7 0% 0%
LA VEGA 6.7 0% 0%
TOTAL 100 1.32% 0%

En el estudio de tuberculosis bovina, empleando la prueba de BAAR que llegaron de los
diferentes cantones, demostro un resultado del 1.32% positivos al cantén de Gualaquiza
a mycobacterium atipica, total de la muestra de 4 bovinos; en comparacion a Cruz y Pozo
(2019) que obtuvo de 6 muestras, 3 en el canton Daule que corresponde al 50%, siguiendo
El Empalme con 2 obteniendo el 33.3% y Buena Fe 1 muestra adquirida teniendo el
16.7%
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5. CONCLUSIONES

La prevalencia de Tuberculosis Bovina en el canton Pasaje a nivel de camal es del 0%.

Sin embargo, existe la presencia del 1.32% de Mycobacterium atipicas

Mediante el analisis patol6gico macroscopico se determind que el 9.93% presentaron
lesiones en la cadena ganglionares tanto en el color como en su tamafo, considerando

alteraciones similares a las que provoca la enfermedad.

Mediante el estudio microbioldgico en los medios de cultivo Ogawa Kudoh y Stonebrink
se obtuvo el 26.67% de positividad para bacilos acidos alcohol-resistente (BAAR). Por

lo que es la causa de las lesiones de los linfonodulos.
Mediante la técnica de PCR- LAMP existe el 0% de prevalencia de Tuberculosis Bovina.

Los resultados obtenidos en el andlisis de las variables son las siguientes: En cuanto a la
variable raza todos los animales que se faenaron su 100% son de razas mestizas. La
variable sexo segun los anélisis se obtuvo el 1.32% en hembras y 0% en machos. En
cuanto a la edad se obtuvieron los datos segun rangos, donde el 0.66% en bovinos de 4-6
afios de edad, al igual que el 0.66% en bovinos de 6-8 afios de edad y el 0% en edades de
2- 4 afios y de 8-10 afios. Por lo que las mayores positividades a M. atipicas estan en los
bovinos hembras con edad de 5 a 7 afios. Con respecto a la procedencia se obtuvo 1.32%
de la ciudad de Gualaquiza. Datos obtenidos de las muestras positivas a Mycobacterium
atipicas. Por lo que segun los resultados obtenidos ninguna de las variables es positiva a
M bovis. Por lo que no se puede establecer la prevalencia de TBB en las variables de

estudio.
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6. RECOMENDACIONES

Dialogar con las autoridades que estén a cargo de revisar las ganaderias para que puedan
intervenir en campafias y en capacitaciones para poder controlar la enfermedad como la
tuberculosis bovina, para asi poder procurar y erradicar esta enfermedad para que estén

libres de tuberculosis.

Confirmar a través de diagnosticos moleculares como PCR y PCR — LAMP vy asi estar
seguros que realmente el animal es portador para tomar las acciones pertinentes. Ademas
de sistematizarlas como herramientas diagnosticas para los sistemas de vigilancia

epidemioldgica de la enfermedad.

Si observamos animales positivos a esta enfermedad tenemos obligatoriamente que
sacrificarlos y decomisarlos e inclusive hacer la cremacion, ya que esta enfermedad es

altamente zoonética

Recomendar a todas las haciendas o ganaderias que producen leche, que esta debe ser
pasteurizada con el proposito de controlar y evitar problemas a futuro por esta enfermedad

y asi mejorar la bioseguridad de la ganaderia
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8. ANEXOS

Anexo 2: linfonodos alterados
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Anexo 3: Ganglio sano

LABORATORIO (INSPI)
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ANEXO 4: Preparacion de medios de cultivo ok y st

Anexo 5: Rotulacion de tubos

Anexo 6: materiales a utilizar
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Anexo 8: colocacion de muestra en medio de cultivo con Isopo
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Anexo 9: Lectura de los medios de cultivo durante 4 semanas después de la siembra
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Anexo 10: extraccion de las colonias de los medios de cultivo con ayuda de asas

descartables

Anexo:11 inactivacion de la bacteria
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Anexo 12: Rotulacién de los portaobjetos
Anexo 12: colocacién de una gota de muestras en los portaobjetos y d'ejar secar al
ambiente
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TINCION ZIELH NEELSEN

Anexo 13: frascos con fucsina, alcohol acido, azul de metileno

Anexo 14: Ubicacion de placas para la respectiva tincion
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Anexo 16: colocacion de la fucsina
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Anexo 17: Flameado por tres minutos o hasta observar tres emisiones de vapor

Anexo 18: colocacion de alcohol acido
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Anexo 19: colocacion de azul de metileno

Anexo 20: Se coloca los portaobjetos en una platina para que se sequen al ambiente
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Anexo 21: Examinar al microscopio y observacion de BAAR
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Anexo 22: placas positivas a mycobacterium
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PCR-LAMP

Anexo 24: Ubicacidn de los primers en el termociclador para que realice el proceso de

desnaturalizacion
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Anexo 25: Colocacién del bromuro de etidio en las muestras para someterlos a la

electroforesis

Anexo 26: Aplicando la electroforesis a las muestras
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Anexo 27: Resultados de la electroforesis
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