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RESUMEN

La tuberculosis bovina es una zoonosis bacteriana cuyo agente etioldgico es
Mycobacterium bovis, que forma parte del complejo Mycobacterium tuberculosis.
Afectando al ganado bovino, siendo este su huesped principal, aunque también puede
permanecer en reservorios como en animales silvestres, domésticos y en el humano. Esta
enfermedad esta considerada como una zoonosis dentro de la salud publica y veterinaria,
esta bacteria tiene la capacidad permanecer por largo tiempo en el huésped sin presentar
sintomatologia, convirtiéndose en un proceso cronico, el mismo que se activa por una
depresion en el sistema inmunoldgico del animal; segln las estadisticas el humano se
contagia por el consumo de productos lacteos no pasteurizados provenientes de animales
portadores. En los animales su diseminacion es muy rapida debido a que su principal via
de trasmision es la aerdgeno y en los procesos productivos hay una concentracion de
animales en espacios relativamente reducidos, esta al ser una enfermedad de evolucién
cronica es dificil su diagndstico clinico, por lo tanto, se debe recurrir al uso de técnicas
complementarias. La presente investigacion esta encaminada a determinar la prevalencia
de tuberculosis bovina, mediante observaciones macroscopicas, cultivos especializados,

microscopia y analisis de PCR-LAMP de linfonddulos obtenidos de canales sospechosas



a nivel de camal. El presente trabajo de investigacion es de tipo observacional,
transversal, prospectivo y analitico. La investigacion se la realizo en dos fases una de
muestreo y otra el estudio microbiologico con diagnéstico molecular PCR-LAMP. El
muestreo se realizd en el camal municipal del Canton Arenillas durante el mes de
noviembre del 2019, con una poblacién de 78 animales faenados provenientes de
diferentes lugares del cantén Arenillas e incluso de otros cantones de la Provincia, de los
cuales se tomd 16 muestras de animales que presentaron sus ganglios linfaticos infartados
semejantes a los que provoca la enfermedad. El estudio microbiolégico se lo realizo en el
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) Dr. Leopoldo Izquieta Pérez
en el area de Investigacion y Zoonosis. La microbiologia comprendi6 la siembras de
preparados de linfonédulos en medios de cultivos especializados para Mycobacterium
siendo los medios: OGAWA KUDOH y STONEBRINK, se incubaron a una temperatura
de 37°C durante 6 semanas para que asi desarrollen las colonias bacterianas para
posteriormente realizar Baciloscopia utilizando la tincion de Ziehl Neelsen y
posteriormente a las colonias positivas a BAAR aplicar la técnica molecular PCR —
LAMP, obteniendo los siguientes resultados: De los 78 animales faenados se obtuvo
macroscopicamente el 20,5% (16/78) de ganglios pulmonares con lesiones similares a la
que provoca la TBB. De las cuales el 43,75% (7/16) fueron positivas a BAAR con la
posibilidad de que pertenezcan al complejo mycobacterium, datos obtenidos en el analisis
microbioldgico. A estas muestras positivas se las sometié a la prueba molecular PCR —
LAMP para confirmar los resultados. Todas las muestras positivas segun la procedencia
pertenecen en su 100% al canton arenillas, de las muestras positivas segun la raza el 100%
fueron de raza mestiza, en cuanto a la edad los animales se encuentran en una escala de

edad de 4 a 6 afios.

Palabras claves: Mycobacterium bovis, tuberculosis bovina, zoonética, Baciloscopia,
Linfonodos, Ogaawa Kudoh, Stonebrink, Ziehl Neelsen, LAMP.



ABSTRACT

Bovine tuberculosis is a bacterial zoonosis whose etiologic agent is Mycobacterium
bovis, which is part of the Mycobacterium tuberculosis complex. This pathology affects
cattle, this being its main host, although it can also remain in reservoirs as in wild animals,
domestic animals and human beings. This disease is considered a zoonosis in public and
veterinary health, this bacterium has the ability to remain in the host for a long time
without presenting symptoms, becoming a chronic process, which is activated by a
depression in the animal’s immune system; according to statistics, the human is infected
by the consumption of unpasteurized dairy products from carrier animals. In animals its
dissemination is very fast because its main route of transmission is the aerogen and in the
production processes there is a concentration of animals in relatively small spaces, this
disease has a chronic evolution, and it’s important to say that its clinical diagnosis is
difficult, therefore, complementary techniques should be used. This investigation is
aimed at determining the prevalence of bovine tuberculosis, through macroscopic
observations, specialized cultures, microscopy and PCR-LAMP analysis of lymph nodes
obtained from suspicious animals at the slaughterhouse. This research work is
observational, transversal, prospective and analytical. The research was carried out in two
phases, one sampling and the other the microbiological study. The sampling was carried
out in the municipal slaughterhouse of Arenillas during November 2019, with a
population of 78 animals slaughtered from different places of the Arenillas canton and
even from other cantons of the Province, from which 16 samples were taken from animals
that presented their infarcted lymph nodes with lesions similar to those caused by the
disease. The microbiological study was carried out at the National Institute of Public
Health Research (INSPI) Dr. Leopoldo Izquieta Pérez in the Research and Zoonosis area.
The microbiology included the seeding of lymph node preparations in specialized culture
media for Mycobacterium, in culture media like OGAWA KUDOH and STONEBRINK,
they were incubated at a temperature of 37 ° C for 6 weeks and until the Mycobacterium
colonies were developed to perform bacilloscopy using Ziehl Neelsen staining and
subsequently to Mycobacterium-positive colonies apply the PCR- LAMP technique,
obtaining the following results: Of the 78 animals slaughtered, 20.5% (16/78) of

pulmonary nodes with lesions similar to that caused by TBB are obtained



macroscopically. Of which 43.75% (7/16) were positive for BAAR with the possibility
of belonging to the mycobacterium complex, positive data in the microbiological
analysis. These positive samples were subjected to the PCR-LAMP molecular test to
confirm the results. All the positive samples according to the corresponding origin in their
100% to the arenillas canton, of the positive samples according to the race 100% were of

mixed race, as for the age of the animals they are in an age scale of 4 to 6 years .

Keywords: Mycobacterium bovis, bovine tuberculosis, zoonotic, Bacilloscopy, ganglia,
culture media, Ogaawa Kudoh, Stonebrink, Ziehl Neelsen, PCR.
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INTRODUCCION

La tuberculosis bovina es una enfermedad bacteriana de tipo zoonotica, que esté presente
en el Ecuador, el cual no se cuenta con estudios estatales o institucionales que den cifras
0 porcentajes de prevalencia de la enfermedad en el pais, la Ultima investigacion que se
realiz6 a nivel nacional por Proafio y colaboradores (1), manifestaron que “seguin datos
exhaustivos obtenidos de encuestas sobre pruebas de tuberculina y de los estudios de
vigilancia llevados a cabo en mataderos entre 1972 y 2008 en varias zonas geograficas
del pais manifiesta que debido a factores como el crecimiento de la industria lactea, el
crecimiento de la poblacion bovina y la falta de controles de la tuberculosis bovina han

ocasionado un aumento de la prevalencia de esta”.

La situacion de esta enfermedad en el Ecuador es un poco desconocida debido a que no
existen programas especificos y no se han implementado medidas tendientes a erradicar
la enfermedad, ademas existe el temor en los productores de ganado bovino que sus reses
sean decomisadas por ser notificadas como portadoras de esta enfermedad, lo cual
ocasiona perdidas econdmica muy significativa para ellos, ante esta situacion en la
actualidad las investigaciones son realizadas por universidades o institutos dedicados al

estudio de las enfermedades zoondticas

Las perdidas cuantitativas y cualitativas de los principales indicadores productivos y
reproductivos que se ven afectados en esta especie ha causado una preocupacion en la
produccidn, ademas no solo por aquellos indicadores sino también por los altos costos de
produccién que conlleva el diagnéstico de esta enfermedad, por el decomiso de los
animales, su alta transmisibilidad hacia los humanos, y por las restricciones comerciales
que se les aplica a las producciones ganaderas para poder salvaguardar la salud pablica,

se ve la necesidad en controlar y erradicar de la TBb (2)(3)(4).
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La presencia de la enfermedad en los campos: productivos, sanitarios y comerciales que
junto al elevado costo del tratamiento antimicrobiano y al riesgo de la aparicion de cepas
resistentes que pueden provocar el uso inadecuado de farmacos, existen suficientes
motivos para buscar una solucion o encontrar una forma de proteccion efectiva y segura
contra la tuberculosis bovina. El uso de nuevas metodologias ligadas a la tecnologias
puede que se les facilite a los productores realizar un diagndstico precoz a los animales

infectados antes de llevarlos al matadero y asi evitar su decomiso (2).

En el caso de la Provincia de EI Oro especificamente se realiz6 una investigacion por
parte de Ramos en el afio 2017 dirigida a la parte baja de la Provincia a través de la
prueba de tuberculizacion (PDD) ella menciona que de 269 bovinos muestrados la
prevalencia de tuberculosis bovina mediante este método es del 0%” (5). Ante este
panorama epidemioldgico, nuestro estudio se realizo en la Provincia de EI Oro a nivel de
camal en el Cantdn Arenillas, donde se tomaron muestras de linfonodulos de los animales
faenados y que presentan caracteristicas que sugieren las presencia de la enfermedad,
sometidos inmediatamente a una conservacion en frio para posteriormente trasladarlos
hasta la Ciudad de Guayaquil y ser procesados en el Instituto de Investigacion INSPI,
donde se efectud el estudio de la tuberculosis bovina sometiendo las muestras a su

preparacion y cultivo en medios especiales usados para el efecto.

Este estudio plantea determinar la prevalencia de tuberculosis bovina a partir de
linfonddulos obtenidos de canales sospechosas a nivel de camal en el Cantén de Arenillas,
enfermedad que puede afectar la seguridad alimentaria y la salud publica. Por lo tanto,
nuestros objetivos son: determinar la presencia de linfonddulos infartados de las cadenas
ganglionares compatibles con tuberculosis, establecer la presencia de Mycobacterium
bovis mediante medios de cultivo Ogawa Kudoh y Stonebrink y la aplicacién de
microscopia utilizando la tincién Ziehl Neelsen y posteriormente aplicar la técnica de
PCR, para luego establecer la prevalencia de la enfermedad segun raza, sexo, edad y lugar

de procedencia. Los objetivos planteados en este estudio son:
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de tuberculosis bovina, mediante observaciones
macroscopicas, microscopicas, cultivos especializados, analisis de PCR, de linfonddulos

obtenidos de canales sospechosas a nivel de camal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a. Determinar la presencia de linfonddulos infartados de las cadenas ganglionares
gastrointestinal y respiratoria compatibles con tuberculosis, mediante analisis

patologico macroscopico.

b. ldentificar la presencia de mycobacterium bovis, como causa de las lesiones
ganglionares, mediante cultivo en tubos con medio Ogawa Kudoh y Stonebrink y

tincion para gérmenes acido-resistentes.
c. Confirmar la presencia de tuberculosis bovina mediante la técnica PCR.

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

y lugar de procedencia.
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1. REVISION LITERARIA

1.1 Generalidades de la tuberculosis bovina

1.1.1 Historia. El nombre especifico de “Bacterium tuberculosis” fue propuesto por Zopf
en 1883y, en 1896, Lehman y Neumann asignaron las especies al género Mycobacterium.
A partir de la observacion de pequefias diferencias entre los microorganismos aislados en
humanos y en ganado, se distinguié entre Mycobacterium tuberculosis hominis y
Mycobacterium tuberculosis bovis. Las cepas de hominis eran aquellas reconocidas como
causantes de enfermedad pulmonar en el hombre, y las de bovis aquellas responsables de
tuberculosis en el ganado, y que podian dar lugar a enfermedad extrapulmonar en el
hombre, como consecuencia de la ingestion de leche de vacas infectadas. EIl primer caso
bacterioldégicamente confirmado de tuberculosis pulmonar bovina se describié en 1909,
y las investigaciones posteriores concluyeron que, entre el 1 y el 3% de los casos de
tuberculosis pulmonar, eran causados por Mycobacterium bovis. EI nombre fue

oficialmente asignado en 1970 por Karlson y Lessel (6).

La tuberculosis bovina es una zoonosis bacteriana crénica que al pasar de los afios ha
adquirido términos como tisis, consuncion y plaga blanca cuyo agente etiologico es el
Mycobacterium bovis que forma parte del complejo Mycobacterium tuberculosis y es de

notificacion obligatoria. (7).

1.1.2 Definicidon. La Tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad causada por una
bacteria denominada Mycobacterium bovis (M. bovis) esta enfermedad posee una
evolucién cronica ya que puede desencadenarse después de meses o afios hasta que el
animal infectado comience a demostrar sintomatologia y posteriormente la muerte,
ademas puede presentarse en un estado subclinico es decir aparentemente sanos. Se la
considera como una enfermedad infecciosa de caracter zoonosica, siendo su hospedador
principal el bovino, pero ademas se lo ha encontrado en animales salvajes, domésticos y

en el hombre (8).
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Esta enfermedad es considerada granulomatosa por la presencia de granulos en las zonas
afectadas cuya patologia es reflejada en el tracto respiratorio alto, por lo que se deduce
que la primera via de infestacion es por via respiratoria es decir que el M. bovis, se
disemina por via aerdgeno (9). Sus lesiones son mas notables en el sistema respiratorio y
digestivo, esta enfermedad es de gran impacto en la salud publica por su adaptabilidad en

el sistema humano (5).

Es caracterizada por ser una enfermedad de tipo crénico, con un periodo de incubacién
bastante largo y un curso muy lento que puede tomar varios afios. La aparicion de lesiones
se debe a la reacciéon entre macréfagos, linfocitos T y la bacteria, que conduce a la
formacion del tipico granuloma tuberculoso alrededor del foco infeccioso, cuyo fin es
restringir o prevenir el crecimiento y diseminacion de la bacteria. Si la infeccion no logra
ser contenida por estos mecanismos primarios de defensa, la lesidon se necrosa, caseifica,
mineraliza y desarrolla tejido fibroso a su alrededor afectando posteriormente la funcion

pulmonar (10).

Esta bacteria en los bovinos es un patdgeno primario, pero posee amplios rangos de
hospederos vertebrados, donde se ven afectados todos los animales de produccion, es
decir de interés economico entre ellos tenemos a los caprinos, ovinos porcinos, equinos,
aves, animales afectivos y silvestres. En investigaciones realizadas se dice que esta
bacteria se mantiene en los animales silvestres que son los causantes de la transmision a
los bovinos, siendo este un animal de abasto y al tener un contacto directo se ha convertido
en una de las vias de contagio mas importantes para que se produzca la infestacion al ser
humano (2)(11).

1.1.3 Etiologia. EL género Mycobacterium esta catalogado en el phylum Actinobacteria,
clase Actinobacteria, orden Actinomycelates, suborden Corynebacterineae, familia
Mycobacteriaceae. Este género se encuentra comprendido en mas de 120 especies y en
presentaciones como bacterias saprofitas, patdgenos oportunistas y patdgenos estrictos
del hombre y de los animales. Tienen caracteristicas compartidas fundamentales en todos
los géneros por su forma bacilar, dependencia de oxigeno, la inmovilidad, la
imposibilidad para formar esporas y son acido-alcohol resistentes (12). ElI complejo
Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis complex, MTBC) se

caracteriza por causar tuberculosis en humanos y animales e incluye varias especies: M.
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tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii
y M. canetti. Todas ellas se caracterizan por presentar una homologia del 99.95% en su
genoma. Sin embargo, estas especies difieren ampliamente en la preferencia de
hospedador, fenotipos y patogenicidad (12).

La tuberculosis bovina proviene de la infeccién por Mycobacterium bovis que es una
bacteria grampositiva del complejo Mycobacterium tuberculosis de la familia
Mycobacteriaceae. Es una bacteria acido-alcohol resistente debido a su elevado contenido
de lipidos en su pared celular, entre los que se incluyen los acidos micélicos, por ende
para su identificacién requiere de una coloracion especial de Ziehl-Neelsen, esta bacteria
crece en medios de cultivos especiales como por ejemplo Ogawa Kudoh y Stonebrink,
ademas se caracteriza por tener un crecimiento lento por ende cuando se realiza la siembra

en cultivos se lo notifica como negativo luego de 8 semanas (13)(14).

Esta bacteria tiene la gran habilidad de sobrevivir en el medio ambiente por varios meses
especialmente en lugares frios, oscuros y himedos, tiene gran sensibilidad a la accion de
los desinfectantes como el hipoclorito de sodio al 5%, formol al 3% y al fenol al 5%
siempre y cuando estos sean utilizados de una manera prolongada, para la eliminacion de
esta bacteria hay se someterla a altas temperaturas como por ejemplo se puede utilizar el
autoclave durante 20 minutos o la pasteurizacion, siendo la ultima una de las técnicas
méas empleadas en la produccion de lacteos la cual garantiza que los productos lacteos

sean de calidad y libres de contaminacion (14).

Este tipo de enfermedad tiene susceptibilidad a las diferentes especies de animales es
decir que el Mycobacterium Bovis puede infestar a los animales de produccion, pero esto
dependera en la forma de exposicion, el grado de patogénesis del agente, la dosis y tiempo
de exposicion. A pesar que esta bacteria también puede infestar a los animales silvestres
y domésticos siendo asi que segun investigaciones su hospedador principal es el ganado
vacuno Y las demas especies solo son reservorios, y como el ser humano tiene un contacto

directo con esta especie de animal pues se encuentra en una la alta exposicion a la bacteria

(5).
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1.1.4 Patogenia. Sabiendo que esta enfermedad es de periodo de incubacién muy largo
de tipo crénico y de presentar lesiones lentamente el estudio de la patogenia de la
tuberculosis bovina hay que tener en cuenta dos aspectos muy importantes el primero
cuando la micobacteria tiene su primer contacto con el organismo, y el segundo cuando
el contagio ha sido por un fendmeno postprimario es decir donde ya hubo un contacto,
pero el animal presenta inmunidad. Sabiendo que la contaminacion es por via aérea a
través de microparticulas o aerosoles producidas por el animal, en el caso del proceso
primario los macr6fagos se encargan de fagocitar a las micobacterias que estan ubicadas
en las mucosas digestivas y respiratorias. Mientras que por la via oral no es primordial ya

que queda exclusivamente restringida a terneros lactantes (10).

En la infestacion primaria torna a formarse el tipico granuloma tuberculoso alrededor del
foco infeccioso, cuyo fin es restringir o prevenir el crecimiento y diseminacion de la
bacteria. Si la infeccion no logra ser contenida por estos mecanismos primarios de
defensa, la lesion se necrosa, caseifica, mineraliza y desarrolla tejido fibroso a su

alrededor afectando posteriormente la funcién pulmonar (10).

En el caso de los animales con contacto previo con la enfermedad este ya posee una
inmunidad que fue adquirida durante la primera infeccion, responde a un nuevo contagio
de forma diferente. El nuevo contagio puede deberse a bacterias que penetran desde el
exterior y a focos primarios hasta entonces inactivos. EI conjunto de reacciones recibe el
nombre de complejo postprimario. Solo hay difusion intracanicular (no
linfohematdgena), por lo que se puede originar tuberculosis cronica en un 6rgano
concreto (sin caseificacion) sin que se produzcan lesiones tuberculosas en los nddulos
(15).

1.1.5 Transmision. Segun Yahyaoui y colaboradores (16) menciona que esta bacteria
tiene una gran habilidad de infectar a una amplia gama de especies hospedadoras distintas
del ganado (ganado, vida silvestre y mascotas) y humanos. Sin embargo, el ganado bovino
sigue siendo el reservorio mas importante para Mycobacteriun bovis en los cuales unos
de los reservorios que causan la infestacion de los bovinos y se encuentran en la vida

silvestre son el tejon (Meles Meles) y la zarigteya (Trichosurus vulpécula).

Para que exista una trasmision de M. bovis entre el ganado hay que tener en cuenta ciertos

factores que son: la frecuencia de excrecion, la dosis de infestacion, la ruta de infeccién,
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la susceptibilidad del huésped, y el periodo de comunicabilidad (17). La transmisién se
da sin importar el sexo y la raza a pesar que los més susceptibles son los Bos Tauros en
cuanto a la edad como se sabe que esta enfermedad es de tipo cronico su sintomatologia
se presentaré en animales mas viejos siendo estos portadores asintomaticos y fuentes de
infeccion para todo el ganado, por lo que en la primera estancia de la infeccién no se
presentan lesiones significativas, ademas que excretan bajo nimero de M. bovis, y asi los

animales en contacto no facilmente adquirir la infeccion (5).

Las vias de eliminacién de las micobacterias suelen ser por las secreciones del tracto
respiratorio, leche, calostro, heces, orina, y ocasionalmente por el semen. La via de
transmision mas relevante que hay entre ganado y ganado es por los aerosoles que emiten
las vacas al estornudar o también por el consumo via oral de agua y alimento
contaminado, en el caso de los terneros através de la leche (18). Cabe recalcar que en el
caso de la leche segun (17) menciona que en la década del siglo 20, se demostré que son
necesarios al menos 10 mg de bacilos de tubérculos bovinos para causar infeccion
alimentaria en ternero. Mientras que la dosis requerida para la transmision indirecta a
través del intercambio de alimentos no esta clara, pero es probable que sea mas alta que
la requerida para la transmision por contacto directo (nariz a nariz) o transmision por

aerosol (19).

El M. bovis es relativamente resistente a los factores ambientales y en condiciones
apropiadas (p. Ej., Fresco y protegido de la luz solar) puede persistir en el ambiente
durante semanas o meses, prolongando la probabilidad de transmision por ingestion,
sabiendo que el M. bovis en una investigacion realizada en Michigan sobrevivio hasta 88
dias en el suelo, 58 dias en agua y heno y 43 dias en maiz. Aunque es capaz de sobrevivir
durante muchas semanas en el medio ambiente, el riesgo del M. bovis ambiental radica
por la ubicacién de los bacilos en el suelo o el agua, lo que hace que los bacilos

tuberculosos sean mas accesibles para los huéspedes (19).

En el caso del ser humano el Mycobacterium bovis, puede contraerse por via oral o por
via cuténea. En el caso de la via oral se da por el consumo de productos lacteos sin
haberlos sometidos a un proceso de pasteurizacién. Es muy rara la infeccion por via
cutanea a través de heridas con instrumentos contaminados, ya que dependera de la

cantidad de particulas infectantes, y la duracion de la exposicion. Por lo general la
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exposicion debe permanecer durante un lapso prolongado para que se produzca la

infeccién tuberculosa (20).

Figura 1. Forma de transmision de la Tuberculosis Bovina
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1.1.6 Sintomatologia. Esta es una infeccion crdnica que afecta principalmente a las vias
respiratorias provocando un deterioro del estado general de salud, tos y a la larga la
muerte. Habitualmente, los animales infectados se presentan aparentemente normales. El
desarrollo de la enfermedad es lento, pudiendo en algunos casos no mostrar sintomas

clinicos durante la vida del animal. (22).

En la fase més tardia, podemos apreciar falta de apetito, una progresiva pérdida de estado,
debilidad y fiebre. Como las lesiones tuberculosas pueden tener distintas ubicaciones en
el organismo, pueden percibirse otros sintomas que van a depender de donde estén
localizadas las mismas. Los animales cuyos pulmones se encuentran comprometidos
generalmente presentan tos himeda. En la fase terminal, los animales pueden presentar
un compromiso respiratorio agudo. Si los afectados son los ganglios linfaticos de cabeza
y cuello, estos pueden agrandarse e incluso abrirse y supurar; al agrandarse y también
pueden obstruir los vasos sanguineos, las vias respiratorias o el tubo digestivo. Si se ve
comprometido el tracto digestivo, suele observarse diarrea intermitente y estrefiimiento
(13,14,23).
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+ En lasalud Publica

La sintomatologia que se presenta cuando existe una contaminacion al ser humano son
los mismos sintomas que se presentan en la afectacion de la Tuberculosis humana, pero
cabe recalcar que la forma de infestacion suele darse por el consumo de productos lacteos
sin pasteurizar o el vinculo directo que se tiene en las diferentes producciones ganaderas

o0 en los mataderos.

Hoy en dia, la TB humana atribuible al contacto directo con ganado infectado es inferior
al 1% de los casos confirmados en pacientes desarrollados. Paises, principalmente debido
al tratamiento térmico de la leche y la implementacion de vigilancia veterinaria en el
matadero (24).

1.1.7 Lesiones post-mortem. Las lesiones que se observan en animales infectados luego
del sacrificio son comunmente lesiones nodulares Illamados tubérculos que se los
encuentra o se los localiza en cualquier 6rgano y tejido del animal en donde se observa
nodulos granulomatosos con aspectos purulentos o caseosos con capsula fibrosas y en
ocasiones presentan calcificacion en el centro de la lesion, que se lo puede presenciar por
el crujido al momento de hacer el corte con el cuchillo, también se puede encontrar
lesiones generalizadas llamada tuberculosis miliar donde hay la presencia de nddulos de
1 a 3 cmde longitud distribuido en toda la carcasa, también se puedo observar el aumento
del tamafio de los ganglios linfaticos mediastinicos, ademas simplemente no se presentan
ningun tipo de lesiébn macroscopicamente a pesar que en la prueba intradérmica llamada

Tuberculina haya salido positivo (25).

1.1.8 Diagnostico. Para diagnosticar la tuberculosis bovina se puede realizar un
diagnostico clinico y de laboratorio, en el caso del clinico se puede realizar a traves de
sintomatologia en los animales, analisis post-mortem y la prueba de tuberculina. En el
caso de laboratorio a través de muestras contaminadas o animales sospechosos
sometiéndolas a siembra y aislamientos en medios de cultivos, ademas para su
confirmacion las pruebas de sensibilidad como el ensayo interferon gamma, prueba de
serologica de inmuno-absorcion enzimatica ELISA, pruebas bacterioldgicas y

moleculares como PCR (5).

Cabe recalcar que en el diagndstico clinico o basandose en la sintomatologia pues no es

muy certero al momento de diagnosticar ya que al aplicar esta técnica hay que tener en
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cuenta que es aplicado solo en animales que tienen una edad avanzada siendo asi este es
mas usado en las producciones lecheras ya que ahi encontramos animales viejos. En
donde se realiza una observacion a los animales que presenten lesiones graves que se
encuentre en un estado caquéxico, imposibilidad al respirar, y tengan un bajo rendimiento

en la produccion de leche (23).

El diagndstico bacteriologico es mediante la tinciébn de Ziehl Neelsen para
microorganismos 4acido alcohol resistente en un frotis realizado con el material
sospechoso. En caso de ser positivo, se observaran bacilos tefiidos de color fucsia, debido
a la fucsina. Estos medios deben contener piruvato o glicerol. Los cultivos se incuban

durante un minimo de 8 semanas a 37°C (21).

1.1.8.1 Diagnostico ante-mortem
» Diagnostico por Prueba de Tuberculina

Una de las pruebas estandar o la mas empleada y confiable es la prueba de la tuberculina
aplicada para el diagndstico de la tuberculosis en animales vivos que se la utiliza en
programas basados en estrategia de prueba y sacrifico para el control y erradicacion de la
tuberculosis bovina (26). La prueba de tuberculina se basa en una reaccion de
hipersensibilidad tipo IV y consiste en inyectar al animal un derivado proteico purificado

(PPD) via intradérmica para evaluar su respuesta inmunolégica al cabo de 72 horas (23).

Este derivado proteico purificado es un antigeno de tuberculina bovina que es aplicado
en pequefias porciones en una unica dosis a nivel del pliegue ano-caudal (PAC) o en la
zona del cuello (Prueba Cervical Simple — PCS), cabe recalcar que esta prueba no es
sinénimo de Mycobacterium bovis, sino que el animal ha tenido un contacto con cualquier
tipo de mycobacterium por ende es necesario realizar la prueba cervical comparativa
(PCC) en donde es utilizado el PPD bovino y el PPD aviar (27). La prueba de la
tuberculina posee entre el 98% y el 99.9% de especificidad y una sensibilidad que va entre
el 51% al 80% relativamente bajo por lo que es propenso a presentarse falsos negativos
(28).

25



1.1.8.2 Diagnostico post-mortem
» Diagnostico por Medios de Cultivo

Los medios de cultivos son una mezcla compuesta de biomoléculas que contienen
macronutrientes como el carbono, oxigeno, nitrégeno, hidrogeno, fosforo y azufre y
micronutrientes como el magnesio, cobalto etc., Cuyo objetivo es servir como una fuente
de crecimiento, mantenimiento y transporte de los microorganismos. Ademas, no poseen
lo necesario para cumplir este objetivo por lo deben adquirir ciertas condiciones fisicas
para que se genere la multiplicacion y crecimiento del microrganismo siendo estas: el pH,

temperatura, luz, presion, entre otros (29).

El cultivo microbioldgico sigue considerandose el estandar de oro para el diagnostico de
la Mycobacterias en todas sus formas; sin embargo, es muy lento, obteniéndose resultados
tras 15 dias y hasta 8 semanas de incubacion de las muestras clinicas (30). El tiempo que
requiere M. bovis en crecer es lento al igual que las demas micobacterias del complejo
Mycobacterium tuberculosis y su aislamiento puede abarcar entre 6 — 8 semanas hasta
tres meses para declararla como negativa, en donde los resultados que se obtengan

dependeran de factores que influyen (31):

En primer lugar, la eleccion de muestras de tejido en el matadero es clave para el cultivo.
Los ganglios linfaticos anormales y los drganos parenquimatosos con lesiones
compatibles con bTB siempre deben incluirse cuando estan presentes. Si no se detectan
lesiones patologicas, se deben tomar ganglios linfaticos especificos (retrofaringeo,
bronquial, mediastinico, supramamario, mandibular y mesentérico) para su examen y
cultivo (32).

En segundo lugar, la conservacion de las muestras hasta el cultivo por refrigeracion o
congelacion, junto con la etapa de descontaminacion quimica, es obligatoria para
disminuir el riesgo de contaminacién con otros microorganismos. Por lo que el
almacenamiento inadecuado Y el tratamiento de la muestra influyen en la viabilidad de

MTBC y pueden promover el crecimiento de microorganismos contaminantes (32).

En tercer lugar, el tipo de medio de cultivo elegido para cultivar micobacterias puede
influir en la tasa de recuperacion del cultivo microbioldgico. El crecimiento de MTBC se

puede detectar mediante la formacién de colonias en agar y en medios sélidos a base de
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huevo (como Middlebrook 7H10 / 7H11, Stonebrink o Léwenstein-Jensen con piruvato
de sodio), o diferencias de fluorescencia o presion en medios liquidos (BACTEC 460 TB
y MGIT 960 y sistema VersaTREK)(32).

Medio de cultivo OGAWA KUDOH

El medio de cultivo Ogawa Kudoh es un medio selectivo, utilizado para el aislamiento y
cultivo de micobacterias a excepcion de M. leprae, permite la identificacién de un
minimo de 10 BAAR en una muestra si se realiza el procedimiento de forma adecuada,
convirtiéndolo en un método mas sensible. EI medio de cultivo debe ser conservado a una
temperatura de 4-8°C, en su empaque original, evitando la exposicion a la luz directa, no
debe ser congelado con el fin de preservar el medio. EI medio basicamente estd
constituido por un conjunto de sales tales como citrato de magnesio, sulfato de magnesio,
glutamato de sodio, fosfato disodico, fosfato monopotésico anhidro, ademas incorpora
glicerol, verde de malaquita y homogenizado de huevo; estd mezcla debe tener un pH de
6,4. El medio no es selectivo para M. tuberculosis y por tanto otras micobacterias

incluyendo algunas no patégenas pueden crecer en el mismo (33).
Medio de cultivo STONEBRINK

Es utilizado como cultivo y aislamiento de Mycobacterium tuberculosis variedad Bovis,
el cual constituye un rico soporte para el crecimiento de Mycobacterium bovis ya que
posee la verde malaquita que ayuda en la inhibicion del desarrollo de la flora acompafante
Gram positiva y de algunas bacterias Gram negativas esta compuesto por: fosfato
monosodico, fosfato disodico, piruvato de sodio huevos frescos enteros, verde de
malaquita y agua purificada. Por lo que este medio por poseer el piruvato habra
crecimiento positivos con un porcentaje alto a M. bovis, cabe recalcar que para tener un
resultado de calidad habra que tomar ciertas aspectos muy importantes en el uso de este
medio como por ejemplo realizar el procesamiento correctos de la muestra, en cuanto a
la descontaminacion realizarla en el tiempo prescrito y los mas importante la ubicacion

y la temperatura que se seran sometidos para que haya crecimiento (33).
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» Diagnostico molecular
Reaccidén en cadena de la Polimera (PCR)

Pruebas de rutina como la Reaccion en Cadena de la Po-limerasa (PCR) son herramientas
que nos ayudan en el diagndstico clinico, pero una de las principales desventajas es su
alto costo debido al equipamiento que usa y su la larga duracién en que esta puede
entregar resultados. Para ello es recomendable usar métodos répidos, sensibles y

especificos que nos ayuden en el diagnostico de enfermedades infecciosas (34).

La aplicacion de técnicas de biologia molecular en la identificacion de micobacterias
aisladas a partir de medio liquido o sélido permite establecer diagnosticos mas rapidos
fiables. La mayor parte de técnicas comercializadas se basan en la amplificacion,
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de secuencias genicas especificas
de especies del género Mycobacterium que son de utilidad para distinguir los miembros
del complejo de M. tuberculosis de otras micobacterias, pero no entre ellos, debido a la

invariabilidad genética de los loci mas frecuentemente usados como diana (6).

Debido a los problemas asociados al aislamiento de esta micobacteria, se ha considerado
confirmar el diagndstico de TB mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
utilizando oligonucleotidos especificos para amplificar fragmentos de ADN en el genoma
de bacterias del complejo M. tuberculosis. La PCR para el gen que codifica la proteina
MPB70 ha mostrado buena sensibilidad y excelente especificidad en el diagnostico de
tuberculosis en humanos y bovinos, la instrumentacion de una PCR altamente sensible y
especifica para confirmar el diagnostico de TB, permitiria obtener resultados en pocas

horas, en comparacién con el cultivo que requiere usualmente meses (35).

Amplificacion Isotérmica Mediada por Loop (LAMP)

Un novedoso método que actualmente se usa en paises desarrollados es la Amplificacion
Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) de Acidos Nucleicos. LAMP brinda resultados en
menor tiempo con alta sensibilidad y especificidad, necesitando asi de un bafio maria que
funciona a una sola temperatura entre 60°C a 65 (34). Se trata de una prueba que permite

la amplificacion de regiones de ADN bajo condiciones isotérmicas con gran precision y
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tiempos cortos de incubacion, lo que le confiere ventajas sobre la reaccién en cadena de

la polimerasa (PCR) y evita la necesidad de termocicladores costosos (36).

El nivel de sensibilidad y especificidad de la técnica LAMP es superior en contraste con
las pruebas de PCR. Adicionalmente, LAMP amplifica el ADN del patégeno al punto de
permitir una visualizacion directa de la reaccion, por la liberacién de pirofosfatos que
causan turbidez. La amplificacion por medio de LAMP también puede ser cuantitativa y
depende del desplazamiento de la cadena por auto ciclado, realizado por la ADN

polimerasa (37).

1.1.9 Factores asociados a la Tuberculosis bovina. Segun Broughan y colaboradores
(38), menciona que la evaluacion del riesgo depende de una medicion imparcial de
factores asociados con la transmision entre la bacteria y el huesped y una clasificacion
precisa del estado de infeccion de animales y rebafios. Un riesgo factor se define como
una caracteristica, que en su presencia aumenta la probabilidad de infeccidn, y pueden ser
causales 0 no causales. Los factores esta interrelacionados por cada produccion animal
aplicando su propio sistema de distribucion que puede ser por sexo, raza, y grupos de

edad que contribuyen al perfil de exposicion de cada rebafio.

Las diferentes técnicas de diagnostico que se han venido empleando en las diversas
investigaciones para erradicar esta enfermedad han obtenido bueno y malos resultados,
siendo asi que se ha deducido que existen varios factores en donde se podria decir que
esta enfermedad se asocia a ciertas caracteristicas del animal como la raza, sexo y edad.
Po lo que segun la investigacion de Lomillos y Martinez (39) ellos mencionan que existe
una asociacion de la raza con la enfermedad, en este caso es la raza bovina de Lidia que
en la actualidad son las que presentan mayor problema para erradicar la enfermedad la
cual posee una prevalencia hasta 20 veces mayor en comparacion con razas bovinas

exclusivamente lecheras.

A nivel de Ecuador segun Pacha (40) en su investigacion titulada ‘“Diagndstico de
tuberculosis bovina, por medio de la prueba cervical comparativa en hembras bovinas de
la hoya de Loja”, declara que la raza si se asocia con la enfermedad siendo asi que la raza
Holstein Friesian tiene mas susceptibilidad a la TBB, en comparacion con los datos

obtenidos con la raza Holstein mestiza.
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En la provincia del Guayas especificamente en el canton Daule estudios realizados a nivel
de camal analizados por proceso microbiolégico realizados por Cruz y Pozo (31),
mencionan que no encontraron asociacion estadistica significativa de M. bovis entre
proposito, categoria zootécnica y sexo de los bovinos estudiados. Corroborando con la
misma técnica de estudio, en la provincia de Pichincha en el camal de Mejia estudios
realizados por Cushicondor (41) reporta que no encontrd ninguna asociacion entre el
biotipo, la procedencia, la edad y el sexo, con la enfermedad TBB. Por lo que esta bacteria
puede infectar a cualquier tipo de ganado bovino indiferentemente de la edad, sexo, raza,

proposito.

1.2 Situacion de la tuberculosis bovina en el ecuador

La TBB es una enfermedad que se encuentra en todos los paises del mundo, en algunos
paises que promueven programas de erradicacion han sido éxitos llegando a estar libres
de TBB, mientras tanto, paises en vias de desarrollo es un problema constante ya que
pocos paises tienen programas de erradicacion. La incidencia y prevalencia es variable
dentro de continente americano, tal es el caso de las islas del Caribe, México y paises de
Centroamérica que tienen prevalencia intermedia, mientras que, en paises de Sudamérica
varia de una prevalencia baja a prevalencia alta, como Argentina o Brasil siendo los méas

grandes productores de ganado bovino y sus derivados (7).

En el Ecuador la situacién epidemioldgica de la Tuberculosis bovina segun Proafio (1) en
un estudio realizado en 1972 hasta el 2008 obteniendo datos exhaustivos de encuestas de
pruebas de tuberculina y estudios de vigilancia de mataderos realizados en una variedad
de areas geograficas del pais. Menciona que, varios factores, incluida la expansion de la
industria lactea (por la alta demanda de leche y sus subproductos), aumento de la
poblacion de ganado bovino, la presencia de M. bovis y la falta de controles han causado
un aumento en la prevalencia de TBB. Ya que en nuestro pais los casos positivos de
Tuberculosis bovina no se conocen con exactitud por razones de que los ganaderos o
finqueros no reportan estos casos por temor a la carencia de privacidad, por ende, la
necesidad de tener datos exactos a nivel nacional se detallard a continuacion todos los

estudios realizados en el Ecuador.
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Figura 2. Mapa epidemioldgico de la Tuberculosis Bovina con estudios de

tuberculizacion e inspecciones veterinarias en Ecuador 1972 — 2008

BTB skin test in cattle

o No data
=1 Dairy cattle
= Meat production cattle
BTB slaughterhouse studies

No data

RRHH Reports

Fuente: (1)
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Estudios realizados detallados a nivel provincial del territorio ecuatoriano:

Tabla 1. Situacion actual de Tuberculosis bovina a nivel provincial en la Republica del
Ecuador

SITUACION ACTUAL DE LA TUBERCULOSIS BOVINA A NIVEL
PROVINCIAL EN LA REPUBLICA DEL ECUADOR

Meétodos de diagndsticos
Provincia Prevalencia
Ante-mortem Post-mortem

1 de Nested (PCR)

(42)
Pichincha 2 de Tuberculina 2.40%
1 de cultivo

bacterioldgico (41)

2 de tuberculina
Imbabura 5.72%
(43,44)

1 de Nested (PCR)
Tungurahua 4.56%
(42)

PCR (Kit Pure

Link Genomic y

2 de tuberculina
Loja PCR) (47) 20.71%
(45,46)
1 tecnica de Zhiel
Neelsen (48)
) 3 de tuberculina
Chimborazo 5,39%

(49,50)
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Los Rios 1 de tuberculina (51) LAMP (52) 34.46%

Cotopaxi 1 de tuberculina (44) 8.47%
] 3 de tuberculina
Carchi 1.37%
(7,44,53)
Napo 1 de tuberculina (21) 0%
Esmeraldas 1 de tuberculina (54) 22%

Santo Domingo de

los Tséchilas 1 de tuberculina (55) 0%
El Oro 1 de tuberculina (5) 0%
Santa Elena 1 de tuberculina (56) 6.33%

Guayas 1 de tuberculina (53) LAMP (57) 16.57%

Fuente: Autor

Grafico 1. Prevalencia actual de TBB segun las provincias del Ecuador

PREVALENCIA DE TBB EN EL ECUADOR

Guayas 16,57
Santa Elena
El Oro
Santo Domingo de Stachilas
Esmeraldas
Napo
Carchi
Cotopaxi
Los Rios
Chimborazo
Loja
Tungurahua
Imbabura
Pichincha
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Zona de estudio

2.1.1 Localizacion de zona de estudio

La presente investigacion se realiz6 en el camal municipal del Canton Arenillas de la
Provincia de EI Oro. Arenillas se encuentra ubicada en la parte sur occidental del Ecuador,

la cual cuenta con las siguientes caracteristicas y coordenadas:

» Extension: 810.17km2

» Altura: 15 msnm

» Clima: tropical

» Temperatura: 18°C - 30°C

Figura 3. Mapa geografico del canton Arenillas

La Cuca

Arenillas

® Chacras

ARENILLAS

e .
Carcabon
Represa Tahuin

® Palmales

Santa Elena
Union Lojana

Fuente: Google Maps
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Las muestras fueron recolectadas en el camal del canton Arenillas, el mismo que se
encuentra ubicado en la ciudadela San Isidro via la Arenilla- La Cuca, limita al norte con
una zona agricola (banano y cacao), al sur con el Batallon de Infanteria Militar BIMOT,
al Este con zona agricola (banano y cacao) y al Oeste con el Batallén de Infanteria Militar
BIMOT. Siendo estas las coordenadas del camal 3°32'36.8"S 80°04'02.3"W -3.543598, -
80.067329.

Figura 4. Mapa satelital del camal Municipal del Canton Arenillas

Fuente: Google Map

En cuanto a la parte microbioldgica de la realizo en la ciudad de Guayaquil en el Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) Dr. Leopoldo Izquieta Pérez, en el
laboratorio de Leptospira, ubicado en la Av. Juan Tanca Marengo No 100 y Av. De las

Ameéricas.
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Figura 5. Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica Dr. Leopoldo Izquieta
Pérez (INSPI)

Fuente: Google Map

Figura 6. Instituto Nacional de Investigacion en Salud Pablica (INSPI) — Sanidad Animal

(Area de zoonosis)

> /8
i SANIiIAD ANmMAL T

Fuente: Google Map

2.1.2 Caracteristicas de la zona de estudio

El camal municipal de Arenillas es un centro de faenamiento de caracter publico en donde
se sacrifican cerdos y bovinos como animales de abasto. Al camal llegan animales de
distintas regiones siendo la region Costa la mayor procedencia de animales faenados. El
horario de sacrifico comienza a las 10 pm y termina a las 3 am de la madrugada, los dias
de faenamiento son de lunes a viernes y el nimero de bovinos a faenar varia por dia,

pudiendo haber entre 30 — 50 u entre 6 - 15 animales a faenar. Actualmente el camal fue
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modernizado técnicamente para ofrecer una adecuada instalacion higiénica y operativa

durante el sacrificio de los animales.

2.2 Materiales

2.2.1 De campo

Hojas de registro
Marcador permanente

esferografico

v Botas

v" Overol

v Casco

v' Guantes

v Cooler

v' Pilas refrigeradas
v Envases plasticos (envase de examen de orina)
v Cuchillo

v' Empaques ziploc
v Cloro al 5%

v Cubeta de 4L
v

v

v

v

Camara fotogréafica

2.2.2 De Laboratorio

Batas quirdrgicas desechables
Guantes

Mascarillas 3M N95

Cofias

Zapatones

Hisopos esterilizados

Baja lenguas esterilizadas
Gradillas

Tubos de ensayo

AN N N N N U N NN
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Papel de empaque

Criotubos

Morteros con mango

Bisturis

Mango de bisturis

Pinza anatémica

Algodon

Placas porta objeto esmeriladas
Pipetas Pasteur

Asas bacterioldgicas desechables
Papel filtro

Fosforo

Pinzas

Gafas

A N N NN Y U U U N N N R N

2.2.3 Equipos

Estufa

Cabina de seguridad biologica
Microscopio optico
Termobloque

Congelador

NN N N NN

Autoclave

2.2.4 Sustanciasy reactivos

Soda al 4%

Agua destilada

Alcohol industrial al 70%

Alcohol — acido

Aceite de inmersion

Colorantes: fucsina fenicada y azul de metileno

Medios de cultivo: Ogawa Kudoh (OK) y Stonebrink (ST)

Cloro

AN NN Y N N NN
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Técnicas e instrumentos de investigacion

v Recoleccion de muestras ganglionares, linfonodos con alteraciones que sugieren
la presencia del Mycobacterium en bovinos faenados, especialmente en los dias
donde més faenan (viernes y sdbado) trabajo que se ejecutd durante un mes.

v’ Siembra en medios de cultivo especializados para Mycobacterium en este caso se
usaron el Okawa y Stonebrink, se hace revision cada 8 dias para observar el
crecimiento bacteriano en cada muestra en proceso en los medios de cultivos

durante 6 semanas.

v’ Baciloscopia de las colonias, una vez que se ha obtenido el crecimiento de los
Mycobacterium en los medios de cultivos, se realizo la tincion para determinar la

presencia del microrganismo utilizando la técnica de tincion Ziehl Neelsen.

2.3.2 Paoblacion y Muestra

La poblacion utilizada fueron los bovinos que ingresaron al camal Municipal de Arenillas
durante el mes de noviembre del 2019, en esta se procedié a observar y revisar los
linfonodulos de todos los bovinos faenados y se recolectaron todos aquellos que cumplian
con los requisitos y caracteristicas propias de la enfermedad para la inclusién en la

presente investigacion.
2.3.3 Disefio de la investigacion

El presente trabajo de investigacion es de tipo observacional, transversal, prospectivo y
analitico. Se estimé la prevalencia de tuberculosis bovina utilizando técnicas de
inspeccidn macroscopica de linfonddulos, de los seleccionados por sus caracteristicas se
realizé cultivos especializados y a su vez de estos se procede a analizar con la técnica de
PCR. Ademas, se evaluo la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre
animales enfermos con tuberculosis bovina en las variables raza, sexo, edad y lugar de

procedencia.
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2.3.4 Variables de estudio
Se analizaron las siguientes variables:

v Animales positivos a tuberculosis bovina
v' Raza
v Sexo
v Edad
v" Lugar de procedencia

2.3.5 Metodologia de trabajo

La investigacion se la realizo en dos fases: de campo y laboratorio. La primera fase la
cual comprendié la recoleccion de muestras en el camal de arenillas durante el mes de
noviembre del 2019 la cual consistio en tomas muestras de ganglios linfaticos
retrofaringeos y cervicales, mediastinicos y lesiones pulmonares los cuales presentan
algun tipo de alteracion mediante la inspeccion clinica post-mortem. La segunda fase
comprendio todo el andlisis de laboratorio realizado en el Instituto Nacional de
investigacion en Salud Publica (INSPI) en el area de zoonosis donde se realiz6 siembras
en cultivo microbioldgico de las muestras ganglionares de los bovinos sospechosos, los
cultivos que se utilizaron fueron Ogawa Kudoh (OK) y Stonebrink (ST), ademas de la
Baciloscopia de las colonias que se desarrollaron en los medios de cultivo, utilizando la
técnica de Ziehl Neelsen (ZN) y posteriormente para confirmar las muestras positivas con
PCR — LAMP.

2.3.5.1 Andlisis y recoleccion de muestras

» Muestreo en el camal

La fase de campo consistié en la recoleccion de muestra de ganglios que presentaban
alteraciones que se asemejen a las lesiones por causa del M. bovis, el muestreo se lo
realizo durante un mes en los dias en que llegan méas animales para el faenamiento. A

continuacion, se detallard paso a paso lo realizado en esta fase:

# La hora de faenamiento en el camal de arenillas son de las 10:00pm hasta la 3:00
am, entonces lo primero fue realizar una inspeccion al ganado previamente a ser

faenados donde se diagnosticé clinicamente cuales podrian ser los animales
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sospechosos a la enfermedad, ademas de recoger todos los datos de cada animal
como edad, sexo, raza, procedencia y tipo de ganado. Pero cabe recalcar que de
igual manera se inspecciono a nivel ganglionar a cada animal luego del

faenamiento.

En el caso de este camal posee solo una linea de faenado por lo que el proceso de
faenamiento se lo realiza del siguiente orden: aturdimiento, degollado y
desangrado, descuerado, eviscerado y despiece. En nuestro caso se intervino en el
eviscerado es decir una vez sacadas las visceras del animal se las colgaba y ahi se
realiz6 la inspeccion de los ganglios pulmonares (mediastinicos y traqueos
bronquiales) y retrofaringeos. Los ganglios que se escogieron fueron los que

presentaban una coloracion oscura y alteracion de tamafio.

Una vez extraida la muestra se le realizo un corte trasversalmente con la ayuda de
un cuchillo, si la muestra presenta alteraciones se realiza el debido empacado de
la muestra, se la guardo en un envase de plastico (envase para examen de orina)
luego aquel envase se lo guarda en una funda ziploc. Se realizo el rotulado de la
muestra y se lo guardo al Cooler que poseia las pilas refrigeradas seguidamente
refrigerados hasta realizar su debido sembrado en los medios de cultivo. Cabe
recalcar que en cada revision o corte que se realizo con el cuchillo este pasaba por

5 segundo en cloro desinfectandolo para realizar la siguiente inspeccidn.

Ya empacadas las muestras se las refrigera hasta transportarlas al laboratorio a
Guayaquil, se las transporto sumamente selladas y guardando la cadena de frio,
las muestras se las recolecto los viernes y sabados, las respectivas muestras fueron
sembradas los dias lunes o martes, durante las 4 semanas de muestreo en el mes

de noviembre.

» Siembra en los medios de cultivo microbioldgicos

La siembra de las muestras se realizd en los medios de cultivo: Ogawa Kudoh (OK) y

Stonebrink (ST), las muestras fueron cultivadas por duplicado en cada medio de cultivo

y luego incubadas a una temperatura de 37°C, las primeras 24 horas los tubos quedaron
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semi abiertos en una posicién horizontal y luego se los tapo bien y se los puso

verticalmente. En donde se detallara a continuacién todo el proceso:

+ Antes de realizar la siembra se prepard la cabina de seguridad bioldgica utilizando
papel de despacho sobre la base de la campana para posteriormente colocar todos

los materiales que se utilizé para realizar la siembra.

+ Luego se ingresd a la cabina todos los materiales que se utilizd haciendo una
division imaginaria separando lo estéril con lo no estéril para evitar cualquier tipo
de contaminacion en el proceso. Incluidas las muestras de los ganglios a sembrar,

en los medios de cultivos.

» Posteriormente ya equipada totalmente la camara y tomando toda la precaucion el
tesista se procedio a realizar la siembra. Con una baja lengua se coloco la muestra
dentro de una capsula de porcelana para realizar el macerado de la misma, pero antes
de realizar el macerado se escogio la porcion méas afectada haciéndole cortes con la
ayuda del bisturi, se procedioé a macerar la muestra en 1ml de agua destilada estéril

con la ayuda del mortero se macera la muestra hasta tener una mezcla homogeénea.

» Ya obtenida la mezcla homogeénea se cogié un hisopo estéril y se lo humedecié con
la muestra macerada evitando tomar grumos envolviéndolo en puntos diferentes del
envase para abarcar toda la muestra, ya humedecido el hisopo se lo traspaso a un tubo
el cual poseia hidroxido de sodio a una concentracion del 4% (soda), por 2 minutos,
el tiempo que la muestra permanece dentro de la soda es primordial para
descontaminar y si la exposicion es mayor se puede matar o inactivar al
Mycobacterium.

+ Transcurrido el tiempo de descontaminacion, se retira el hisopo escurriendo la
mayor cantidad posible de soda y se realiza la siembra en los medios de cultivos
con los tubos rotulados y como se uso dos tipos diferentes de medio de cultivo se
utiliz6 un hisopo por cada tubo, se introduce el hisopo en el fondo del medio de
cultivo sin tocar las paredes y el agar, se realiza la siembra de abajo hacia arriba
en forma giratoria y estrias (zigzag). Los medios de cultivo fueron Ogawa Kudoh
y Stonebrink, cada uno con dos tubos (en total 4 tubos por muestra). Se realizo lo

mismo con cada muestra y se va descartando el material utilizado (hisopos, baja
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lengua, bisturi y restos de macerado) en un envase plastico de boca ancha tapa

rosca con cloro al 5%.

+ Los sobrantes de cada muestra fueron almacenados en microtubos rotulados para
realizar resiembras si el caso lo amerita o para seguir con la investigacion. La
totalidad de tubos sembrados que poseian los medios de cultivo tanto como Ok y
St fueron 64 tubos.

> Incubacién y lectura de cultivos

Los tubos sembrados y rotulados se los coloca ordenadamente en una gradilla para luego
llevarlos a una estufa a 37°C, los tubos deben estar semi-tapados y en forma horizontal
durante 48 horas para permitir el intercambio de gases, esto debido a que el bacilo es
aerobio estricto. Una vez transcurrido el tiempo se procede a levantar los tubos y a
cerrarles la tapa completamente, se los mantiene en la estufa hasta la sexta semana a
temperatura constante, se realizan las revisiones semanalmente. La primera lectura de la
primera muestra se la realizé a los 7 dias después de la siembra, de la misma forma se

procedio con todas las muestras recogidas semanalmente durante un mes.

En las revisiones semanales, si en el proceso se observaba algun tipo de contaminacion
en los medios de cultivo se procede a realizar las resiembras aislando la o las colonias
que posiblemente sean positivas; pero en este caso no se realizo ninguna resiembra de las
muestras en nuevos medios de cultivos. El crecimiento bacteriano se comenz6 a observar
a partir de la segunda siembra, la primera siembra hubo crecimiento alguno hasta la sexta

semana de incubacion.
» Inactivacion y Conservacion de colonias bacterianas

Para esta etapa de la investigacion ya habian pasado 5 semanas de la primera siembra por
ende ya se comenzd a aislar las colonias bacterianas que crecieron en los medios de
cultivos. En este caso hasta la quinta semana de incubacion de la primera siembra no hubo
nada de crecimiento por lo que se elimino todos los tubos, a la siguiente semana se realizd
la conservacién de todas las colonias que crecieron en este caso de la segunda y tercera

siembra las cuales ya presentaron crecimiento y las colonias ya tenian un buen tamafio
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ademas que ya habian pasado las primeras 5 semanas. A continuacion, se detallara el

trabajo que se realizd en el INSPI (central).

> Se procedi6 a equiparse siguiendo todas las normas de bioseguridad para el trabajo
a realizarse, una vez ya equipados se extrajo los tubos con medios de cultivo Ok
y St, y se ubico ordenadamente siguiendo secuencialmente al nimero de muestras
y se elimind los tubos que no presentaban crecimiento y que haya el tiempo

méaximo de incubacion.

> Ya ordenados los tubos se procede a preparar la cabina de seguridad bioldgica
para hacer el debido proceso, se ingresa a la cabina todo el material a utilizar
incluyendo los tubos, luego se rotulo los criotubos en donde se aislé las colonias
y luego para conservarlas en congelacion a -86°. Cabe recalcar que en los medios
de cultivos crecieron de 2 a mas colonias por ende en el momento de aislar se
rotulo los criotubos segun la coloracion de la colonia de cada tubo, siguiendo el

orden adecuado de las muestras.

» Ya rotulados los criotubos se comenzo a aislar, con la ayuda de una pipeta
calibrada en 700 se absorbio con la misma agua destilada estéril y se coloco en
cada criotubo, luego con la ayuda de un asa descartable evitando topar las paredes
del tubo y evitando extraer agar del tubo se escogié a cada colonia que se
encontraban en los medios de cultivo de cada tubo y se las coloco dentro de los
criotubos haciendo movimiento rotativos para que la colonia quede dentro y
posteriormente se desecha el asa utilizada con cada colonia y ese mismo

procedimiento se lo hizo con todas la colonias.
» Luego los criotubos fueron ubicados en un termobloque (accublock digital dry

bath) donde fueron sometidos a una temperatura de 87°C por 30 minutos para el

proceso de inactivacion de las colonias bacterianas.
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> Luego los criotubos fueron ubicados en una caja de congelacion para conservarlos
a una temperatura de -86°C. Para posteriormente aplicar la Baciloscopia
utilizando la técnica de coloracion Ziehl Neelsen.

2.3.5.2 Baciloscopia

La Baciloscopia es un examen microscopico que se lo emplea en todas las investigaciones
bacterioldgicas de tuberculosis ya sea de tipo animal 0 humano, se basa en la capacidad
de las micobacterias para incorporar y retener ciertos colorantes ante la accion de &cido y
alcohol propiedad conocida como acido-alcohol-resistente. Que se puede efectuar
mediante dos técnicas: Ziehl Neelsen y Kinyoun, siendo la primera la que se utilizé en
esta investigacion (58). La Baciloscopia se realiz0 a los medios que presentaron
desarrollo de colonias mediante la técnica de tincion de Ziehl Neelsen para determinar la

presencia de bacilos acido — alcohol resistente (BAAR).
» Rotulacién de placas portaobjeto

Esta etapa de la investigacion se la realizo en el INSPI, en el area de zoonosis, se procedio
a equiparse totalmente tomado todas las nomas de bioseguridad, se saca las colonias
bacterianas de congelacion y se las ordeno para facilitar la rotulacion de la placa. De la
misma manera que en el sembrado de los cultivos se prepara la cabina de seguridad
biologica colocando papel de empaque sobre la base de la cabina y se colocan los
materiales junto a las placas rotuladas con lo microtubos que poseen las colonias

bacterianas ya descongelados.
» Preparacion de las placas

Una vez que estén todos los materiales dentro de la cabina se procede a realizar las placas,
con la ayuda de una pipeta Pasteur calibrada aproximadamente para una gota, se absorbe
de los microtubos donde estan las colonias inactivadas y se coloca sobre el porta objeto y
con la misma pipeta se hace el extendido de forma circular, la punta de la pipeta se la
elimina en un bote de boca ancha con cloro y se pone a secar la placa a temperatura
ambiente para proceder con la tincion, ese procedimiento se lo realiza con todas las

muestras.
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» Tincion de Ziehl Neelsen

Ya secas las placas se las saca de la cabina de bioseguridad y se las llevé al lugar donde
se realizd la tincidn, aquel lugar previamente se lo amobl6 segln las capacidades del
laboratorio evitando que se produzca mucha contaminacion, el lugar fue en un reservorio
(lavabo) con tenia una llave de agua, se lo forro con plastico para evitar manchar las
paredes, listo el lugar se ubica una rejilla como soporte para ubicar las placas, las placas
se las ubica dejando un espacio considerable entre ellas que permitan moverlas con
facilidad.

Se corta papel filtro en cuadros el tamafio aproximadamente que tape el extendido y se lo
coloca sobre la misma en cada una de las placas, luego se prepara los colorantes que se
utilizan en esta técnica que son la fucsina, alcohol y el azul de metileno. En este caso se
hicieron 3 repeticiones de 5 placas en cada repeticion. Lista las placas se procedio a
realizar la primera coloracion que fue con la fucsina fenicada sobre cada placa hasta
cubrirla totalmente, la fucsina se la deja actuar durante 5 minutos tiempo suficiente para
que esta penetre adecuadamente en los bacilos y se fije a sus lipidos, en el transcurso de
ese tiempo se flamea con un mechero envuelto de algodon y embebido de alcohol
industrial por debajo de los extendidos con movimientos de vaivén hasta producir tres
emisiones de vapor. Y si se seca el colorante se le coloca mas fucsina para evitar que se
queme el papel filtro, claro este si es que el caso lo amerita. Ademas, se tuvo en cuenta
que no hierva la fucsina ya que la pared de los bacilos se puede destruir y por ende resultar

una mala coloracion.

Transcurrido los 5 minutos y realizado el flameado se procede a quitar el papel filtro con
la ayuda de una pinza desechandolos en un envase plastico. Se enjuago las placas con
agua del grifo, pero teniendo en cuenta que el chorro sea muy suave evitando que caiga
directamente sobre la tincidn, enjuagando ambos lados, luego de enjugar las placas se las
vuelve a colocar en el mismo lugar y se les agrega alcohol — acido sobre cada placa con
una pipeta durante un minuto. Se vuelve a enjuagar asi mismo con el chorro de agua lento

evitando que caiga sobre la tincion.

Luego se realiza una contra tincion con el azul de metileno después de enjuagar las placas
se las vuelve a ubicar y se les agrega el colorante con la ayuda de una pipeta dejando que

actle durante un minuto, luego de este tiempo se lava con agua corriente y se deja secar
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a temperatura ambiente colocandolos en un soporte portaobjetos, luego de lo cual se
procede a la lectura en el microscopio. Y se realizé el mismo procedimiento con todas las

placas.
» Lectura de placas

Una vez secas las placas tefiidas se hizo la lectura en el microscopio, la cual se deben
cumplir dos objetivos determinar si en el extendido hay BAAR y si lo hay cuantificar
aproximadamente la riqueza de bacilos. esta etapa de la investigacion se la realizo en el
INSPI area de zoonosis, se procedié a limpiar los lentes del microscopio, se colocé la
placa observando con el lente de 40x para ver si es que habia una coloracion rojiza si
existia aquella coloracion se aumentaba el lente a (100x) de inmersion observando cada
campo microscopico en superficie y profundidad, moviendo permanentemente el tornillo
micrométrico siguiendo un recorrido en lineas rectas, sistematico para recorrer el
extendido evitando repetir la lectura de algunos campos por ejemplo de izquierda a
derecha y asi identificar los bacilos es decir que si lo bacilos presentaban una coloracion
rojiza por la fucsina entonces eso indico que el resultado era positivo a BAAR. Para
facilitar la observacion se colocd aceite de inmersion en el extendido, y se fue aplicando

el mismo procedimiento en las 23 placas tefiidas de 16 muestras.

Hay que tener en cuenta en que si se observa BAAR y se mueven en forma anormal estos
bacilos pudieron ser provenientes de otra Baciloscopia que fueron arrastrados por el aceite

de inmersion por en donde es necesario repetir la Baciloscopia.

2.3.5.3 Diagndstico 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
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interno MbBIP: 5 GCCTACAACGGCGCTCTCCATTGACCAGCTAAGATATCCGG
3’; Forward externo MbF3: 5° TTCCGAATCCCTTGTGAAGT 3’ y Reverse externo
MbB3: 5> CCCGTAGCGTTACTGAGAA 3°.

Con este método diagnostico 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 efectua 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
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 separacion de la doble cadena de ADN.

Alineamiento. — En esta etapa los primers se unen a un pequefio fragmento de ADN.

48



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

minutos para posteriormente realizar la electroforesis.

Meétodo de visualizacién. — Se aplica la electroforesis, la cual consiste en separar grandes
moléculas (&cidos 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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3 RESULTADOS

Se mostrardn los resultados obtenidos en la investigacién sobre la Prevalencia de
Tuberculosis bovina en el Cantén Arenillas de la Provincia de EI Oro, tomando en cuenta

todos los objetivos planteados.

3.1 Determinacion de la presencia de linfonodos alterados en animales muestreados

La representacion en el grafico 2 muestra los resultados obtenidos de la poblacion total
de animales que fueron inspeccionados durante el faenamiento en el mes de noviembre
del 2019, por lo que de los 78 animales faenados el 79,5% no presentaron alteraciones en
sus ganglios y el 20,5 % si se observd lesiones macroscdpicas en cuanto al color y a su
tamafio por lo que segun las alteraciones observadas se asemejan a las que causa esta

enfermedad a nivel ganglionar, siendo ese el criterio para seleccionar la muestra.

Positivas a Observacion Macroscopica
i alteracion
B Con Alteracion

Grafico 2. Proporcion de la poblacion bovina inspeccionada segun la presencia de

alteraciones compatibles con Tuberculosis bovina.

Fuente: Autor

50



3.2 ldentificacion de la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) como

causa de lesiones ganglionares

El grafico 3 representa el porcentaje de animales positivos y negativos a Bacilos Acido-

Alcohol Resistentes (BAAR), estos datos fueron obtenidos al aplicar baciloscopia

después de haber realizado la tincién Ziehl Neelsen a colonias bacterianas aisladas de los

medios de cultivo Ogawa Kudoh (OK) y Stonebrink (ST). A su vez, la tabla 7 indica que,

de las 16 muestras obtenidas con lesiones compatibles a TBB, el 9% (7/16) fueron

positivas a BAAR, esto quiere decir que 7 muestras presentaron bacilos acido-alcohol

resistentes. No obstante, el 11,5 % (9/16) de animales fueron negativos a BAAR.

Tabla 2. Resultados de baciloscopia de colonias aisladas de los medios de cultivo

Ogawa Kudoh y Stonebrink

Baciloscopia BAAR / Medios OK'y ST

Frecuencia Porcentaje
Negativo 9 11,5
Valido Positivo 7 9,0
Total 16 20,5
Total 78 100,0
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3.3 Determinacion de muestras positivas a BAAR en el Diagnostico

microbioldgico en medio de cultivo Ogawa Kudoh

El gréfico 3, indica que de las 16 muestras obtenidas el 69 % de las muestras resultaron
negativas y el 31% de las muestras dieron positividad a BAAR confirmadas con
baciloscopia a través de la técnica de coloracion Ziehl Neelsen para el medio de cultivo
Okawa Kudoh.

Medio de cultivo Ogawa Kudoh

B Positivo M Negativo

Grafico 3. Muestras positivas y negativas a BAAR en el medio de cultivo Ogawa
Kudoh

Fuente: Autor
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3.4 Determinacion de muestras positivas a BAAR en el Diagnostico microbioldgico

en medio de cultivo Stonebrink

La presentacion que se ve en el grafico 5 nos indica que de las 16 muestras obtenidas el
62,5 % de las muestras resultaron negativas y el 37.5 % de las muestras dieron positividad
a BAAR confirmadas con baciloscopia a través de la técnica de coloracion Ziehl Neelsen

para el medio de cultivo Stonebrink.

Medio de cultivo Stonebrink

[CINegativo [lPositivo

62,5%

37,5

Grafico 4. Cantidad de muestras positivas y negativas a BAAR en el medio de cultivo

Stonebrink

Fuente: Autor
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3.5 Determinacion de la Prevalencia de Tuberculosis bovina mediante la técnica
PCR-LAMP

Tabla 3. 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
o 5 73 6,40
atipicas
M. Tuberculosis - - 0
M. bovis - - 0

En la tabla 3 refleja 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 6,41 % de positividad para micobacterias atipicas y el

0% tanto para M. tuberculosis y M bovis.
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3.6 Asociacion estadistica

3.6.1 Variable Raza

Los datos que se presentan en la tabla 6 muestran que segln la variable raza el 100%
(16/16) de los animales muestrados con alteraciones en linfonodos todos son de raza
mestiza datos analizados tanto en el estudio microbiol6gico confirmados con el estudio
de PCR - LAMP.

Tabla 4. Prevalencia de Tuberculosis bovina de acuerdo a la raza

RAZA DE BOVINOS

Resultados de PCR-LAMP
Raza Frecuencia % Mycobacterium .
o M bovis
atipicas
Mestiza 16 100 100% 0%
Total 16 100 100% 0%

No se han calculado medidas de asociacion porque la variable raza es una constante.

3.6.2 Variable Edad

En cuanto a la variable edad los resultados obtenidos segun la cantidad de muestras
obtenidas se dice que, de 16 animales con alteraciones ganglionares compatibles con
tuberculosis, el 18,75% (3/16) representa animales entre 2-4 afios; el 43,75% (7/16) tenian
de 4-6 afios; el 31,25% (5/16) fueron de edad entre 6-8 afios y el 6,25% (1/16) fue de
entre 8-10 afios. Esto se ve reflejado en el grafico 6 y la tabla 6. Por lo que le rango de 4-

6 afios fueron los animales que presentan las alteraciones compatibles con la TBB.
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Edad

Frecuencia

2-4 afios 4-5 afios 6-5 afos 5-10 afios

Grafico 5. Porcentaje de animales muestrados de acuerdo al rango de edad obtenidos

en el estudio microbioldgico.

Fuente: Autor

Tabla 5. Prevalencia de Tuberculosis bovina de acuerdo a la edad

RANGO ETARIO

Resultados de PCR-LAMP

Frecuencia % Myc:t?;f;:?um M bovis
2-4 afnos 3 18,75 0% 0%
4-6 afos 7 43,75 3,84% 0%
6-8 afos 5 31,25 2,56% 0%
8-10 afios 1 6,25 0% 0%
TOTAL 16 100 6,40% 0%

Fuente: Autor
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3.6.3 Variable sexo

De los animales evaluados en el camal municipal del Canton Arenillas provincia de El

Oro, en funcién del sexo del animal, se establecié que, del total de 16 muestras con

lesiones macroscopicas, 11 fueron de hembras con el 68,75% y el 31,25% responde a

machos. Esto se puede observar en la tabla 8 y grafico 8.

Tabla 6. Prevalencia de Tuberculosis bovina segun el sexo

SEXO
Resultados de PCR-LAMP
Frecuencia % Mycobacterium )
. M bovis
atlplcas

Hembra 11 68,75 5,12% 0%

Macho 5 31,25 1,28% 0%

TOTAL 16 100 6,40% 0%

Fuente: Autor

Grafico 6. Frecuencia de animales muestreados con respecto al sexo

Frecuencia

Fuente: Autor

Hembra

Sexo
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3.6.4 Variable procedencia

En el gréafico 8 se puede observar el lugar de procedencia y datos de frecuencia de los

animales muestreados que presentaron alteraciones ganglionares compatibles con

tuberculosis bovina. Con respecto a la tabla 11, es importante mencionar el 93,75%

(15/16) provinieron del canton Arenillas, recalcando que pueden ser de cualquier sitio del

propio canton y el 6,25% (1/16) del canton Pasaje.

Tabla 7. Prevalencia de tuberculosis bovina segun el lugar de procedencia

LUGAR DE PROCEDENCIA

Resultados de PCR-LAMP

Frecuencia % Mycobacterium .
M bovis
atipicas
Arenillas 15 93,75 6,40% 0%
Pasaje 1 6,25 0% 0%
TOTAL 16 100 6,40% 0%

Fuente: Autor

Grafico 7. Datos de frecuencia del lugar de procedencia de bovinos muestreados

Procedencia

Frecuencia

0=

Fuente: Autor

Fasaje
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3. DISCUSION

Segun las estadisticas, se dice que la prevalencia de la tuberculosis bovina a nivel de
Latinoamérica el 70% se encuentra en &reas donde las tasas de infeccion de M bovis son
superiores al 1%, de un aproximado de 374 millones de bovinos (59). Segun Ritacco y
colaboradores (60) en el afio 2006, menciona que el Ecuador se encuentra en una categoria
superior al 1%. Por ende, si bien es cierto que en nuestro pais se han venido haciendo
investigaciones sobre la TBB, no se tiene un valor exacto de la prevalencia, recalcando

que los métodos de diagndstico que se han venido aplicando son variados.

La prevalencia de TBB de 7,69%, encontrado en este estudio investigativo a nivel
ganglionar, dato adquirido del diagndstico a través de los cultivos microbiologicos, son
inferiores a los datos obtenidos por Mufioz (48), quien mediante la técnica de
Baciloscopia con el método de tincidn Ziehl Neelsen y la inspeccion macroscopica de los
ganglios, encontré el 27,56% de prevalencia de TBB en el canton Loja. Lo que se supone
que el método que el aplico en su investigacion sabiendo que se asemejan ambas
investigaciones tiene mas sensibilidad para detectar la presencia de M. bovis en los hatos
ganaderos. Ademas de que segln su investigacion y comparada con esta, segun los datos

en el frotis directo hay més posibilidad de encontrar al bacilo.

El aislamiento de bacilos acido alcohol resistente por medio de cultivo, comparado con
el trabajo realizado por Dubarry y colaboradores (61) indica que, el mayor porcentaje de
aislamiento se obtuvo en el medio de cultivo Stonebrink en relacion al medio Lowenstein
Jensen ya que el menciona que este medio es altamente especifico para M bovis (cercano
al 100%), por lo que Dubarry obtuvo un 71,15% de aislamientos positivos en el medio
ST, mientras que en nuestro estudio se obtuvo un 7,69 % de aislamientos positivos a
BAAR en el medio Stonebrink en relacion al medio Ogawa Kudoh. En cambio en la
investigacion de Mora (62), que recolectaron 50 muestras de 2,178 animales faenados
obteniendo 5 muestras positivas a M. bovis, las cuales tuvieron un crecimiento lento en el
medio de cultivo St. A comparacion de nuestra investigacién donde recolectamos 16
muestras en una poblacién de 78 animales de las cuales se obtuvo seis muestras positivas

para el medio de cultivo St.
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Considerando el tiempo de crecimiento de Mycobacterium en los medios de cultivo.
Ikuta, y colaboradores (63) indican que su estudio consistié en evaluar el aislamiento de
Mycobacterium segun condiciones de incubacion en medios de cultivo a base de huevo y
agar, en él describe que a los 30 dias (semana 4) obtuvo un aislamiento del 41% en el
medio ST, mientras que en nuestro estudio la mayor proporcién de las colonias de
Mycobacterium en el mismo medio se obtuvo en la semana 3, habiendo una semana de

diferencia en relacion al tiempo de crecimiento.

Enrelacion a las variables, los resultados positivos obtenidos en nuestro estudio en cuanto
a sexo, coinciden con el trabajo de Cruz y Pozo (64) en que, la mayor proporcion de
aislamientos positivos a BAAR. fue superior en hembras, al igual que el nuestro que el
aislamiento fue también superior en hembras en comparacion a los machos. En relacion
a la edad, segun Cruz y Pozo indican que la mayor proporcion la obtuvieron en animales
jovenes (vaconas) con un 50%, mientras que en nuestro estudio no se asemejan ya que la

mayor proporcion se las encontrd en animales con un rango de edad de 4 a 6 afios.

En cuanto a la prevalencia de Tuberculosis bovina en el Canton Arenillas no existen
registros de investigaciones anteriores al 2017 en la que Ramos (5) realizo una
investigacion sobre la prevalencia de TBB utilizando como medio de diagnostico la
Prueba de la Tuberculina, lo realizo en la parte baja de la Provincia de el Oro, incluido

Arenillas, donde obtuvo el 0 % de prevalencia de TBB.
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4. CONCLUSIONES

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

Sin embargo, existe la presencia del 6,40% de Mycobacterium atipicas.

Mediante el andlisis patol6gico macroscopico se determind que el 20,51%
presentaron lesiones en la cadena ganglionares tanto en el color como en su tamario,

considerando alteraciones similares a las que provoca la enfermedad.

Mediante el estudio microbiologico en los medios de cultivo Ogawa Kudoh y
Stonebrink se obtuvo el 43,75% 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 analisis 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 analisis se obtuvo el 5,12% en hembras y el 1,28% en
machos. En cuanto a la edad se obtuvieron los datos segun rangos, donde el 3,84% en
bovinos de 4-6 afios de edad, seguido por el 2,56% en bovinos de 6-8 afos de edad y
el 0% en edades de 2- 4 afios y de 8-10 afos. Por lo que las mayores positividades a
M. atipicas estan en los bovinos hembras con edad de 4 a 6 afios. Con respecto a la
procedencia todas las reses faenadas son del canton Arenillas. Datos obtenidos de las
muestras positivas a Mycobacterium atipicas. Por lo que segln 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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5. RECOMENDACIONES

Como ya es conocimiento de todo el mundo la TBB es una enfermedad que puede ser
adquirida por el humano, por ende, es necesario realizar todos los diagndsticos posibles
para poder determinar la presencia o no de esta bacteria en los bovinos, es recomendable
realizar el diagnostico molecular a todas las colonias sometidas a la baciloscopia para

poder determinar la sensibilidad y especificidad de las pruebas.

Realizar analisis comparativos en los animales que son sospechosos entrelazando
métodos de diagnostico como por ejemplo si hay animales que son reactores positivos o
no a la prueba de Tuberculina seria primordial que aquellos animales sean analizados
también con las pruebas microbioldgicas para asi caracterizar las lesiones compatibles y

ademas identificar el grado de diagnostico certero entre cada una de ellas.

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

epidemiologica de la enfermedad.

Realizar estudios epidemioldgicos sobre esta enfermedad a humanos, siendo
considerados los mas vulnerables es decir los que mantengan una estrecha relacion con
animales como por ejemplos en explotaciones lecheras y mataderos, ademas de
concientizar o emplear estrategias para dar a conocer el potencial y asi tomar las

prevenciones necesarias.

Recomendar a las autoridades del pais encargadas de este tipo de enfermedades que es el
Ministerio de Salud Publica y Agrocalidad que trabajen en forma coordinada y establecer

responsabilidades tanto en salud humana y sanidad animal.
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ANEXOS

Anexo 1. Ficha de reporte general de canales observadas

FICHA O EEFORTE CAMaGL H]
Feporte General de Canales ohsemadas
Dwatos Generales
zacha: B de nowiembre del 2005
Chcigo ool exbudiante: CFARE

Mambire de Camal: camal de &renillas

Descripicn

Linea de Faenamienta: 1 III . I:'
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- - - -
Canakes sin lesicnes compatibles: m x"-., |ﬁt'~.=! Ir&"-.glﬁh
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La procedencia de todos los animales facnades fueren del cankdn
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Anexo 2. Ficha sobre el reporte por canal con lesién compatible detectada

FICHA DE EEPORTE CARIAL B]
Reporte por canal con lesldn compatible detectada
Datos Generales
Fecha: 8 de nowiembre del 2015
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FECHAS DE SIEMBRA DE LAS
MUESTRAS

MUESTRAS

Anexo 3. Seguimiento de las siembras de ganglios para la determinacion de tuberculosis

Nﬂ
colonia

tubo con
cultivo

primera lectura
(18/nov/19)

seguna lectura
(25/nov/19)

tercera lectura
(2/dic/19)

cuarta lectura
(10/dic/19)

quinta lectura
(17/dic/19)

COLORACION Y FORMA

primera siembra (11 de
noviembre del 2019)

muestra 1

0K1

X

X

X

X

X

0K2

X

X

X

X

X

ST1

X

X

X

X

X

ST2

muestra 2

0K1

0K2

ST1

ST2

muestra 3

OK1

0K2

ST1

ST2

muestra 4

0K1

0K2

ST1

ST2

muestra 5

OK1

0K2

ST1

ST2
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primera lectura (25/nov/L9)

seguna lectura (2/die/19)

\ercera lctura (10/dit/19luarta lectura (17/di19

quintalctura - (24/dc/19)

segunda sembra {8 de
noviembra del 2019

0Kt X X X X I
0K2 X X X X I
Mugstra b
It X X X X I
Loolonia | ST sihayorecmenty | sihaycecimeinto | i haycrecimeinto | si bayorecimeinto | i hay crecimeito (1ema 1Ugosa
0Kt X X X X X
0K2 X X X X I
mugstra7
STl X X X X I
M X X X X I
0Kt X X X X I
0K2 X X X X I
Mugstra 8
Looomia | 11 sibaycrecmienty | Sibaycecimeito | Sibaycedimeito | sihayorecimeito | sihaycrecimeinto narana edonda [
M X X X X I
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primera lectura (2/dic/19 Leguna lectura (10/dic/19*ercera lectura ‘17/dic/19)Luarta lectura (24/dic/19] quinta lectura (31/dic/19)
0Kl X X X X X
1 colonia 0K si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimeinto Crema rugosa seca
muestra 9
L colonia ! si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimeinto crema rugosa brillante humeda
§mn X X X X X
0Kl X X X X X
Lcolonia 0K2 si hay crecimiento s1 hay crecimeinto si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimiento Crema rugosa
muestra 10
L colonia STl X X si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimiento crema rugosa brillante
Lcolonia s X X si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimiento crema fisa brilante
tercera siembra (25 de . — — —
noviembre del 01 . X X si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimiento blanca lisa brillante
2 colonias 0K1
si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimeinto si hay crecimiento s1 hay crecimiento naranja redonda lisa
muestra 11 0Kk2 X X X X X
5T X X X X X
§m X X X X X
0Kl X X X X X
0K X X X X X
muestra 12
5T X X X X X
L colonia sm X si hay crecimeinto si hay crecimeinto si hay crecimeinto si hay crecimiento Crema rugosa
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primera lectura (10/dic/20) Leguna lectura (17/dic/19*ercera lectura (24/dic/19iuarta lectura (31/dic/19] quinta lectura (6/ero/20)

1 colonia 0K1 X X si hay creciemiento si hay crecimiento si hay crecimeinto crema lisa brillante
0K2 X X X X X
muestra 13
ST1 X X X X X
1 colonia ST2 si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay creciemiento si hay crecimiento si hay crecimeinto (rema rugosa seca polvosa
OK1 X X X X X
0K2 X X X X X
muestra 14
STL X X X X X
ST2 X X X X X
1 colonia 0K1 si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimeinto amarilla redonda lisa brilante
0K2 X X X X X
cuata siembra (2 si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimeinto amarilla redonda lisa brilante
diciembre del 2019) | muestras | 2colonias STl
si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimiento naranja redonda lisa brillante
: - : o : - : w : " amarilla decolorada extendida
si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimeinto ,
2 colonias ST2 brillante
X X si hay crecimiento si hay crecieminto si hay crecimiento naranja peugefia lisa brillante
i hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimeinto crema lisa opaca
2 colonias 0K1
si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimiento naranja polvosa extendida rugosa
si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimiento i hay crecimiento si hay crecimeinto blanca rugosa polvosa extendida
muestra16 | 3colonias 0K2 si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimiento crema rugosa pequefia plana
i hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimiento amarilla lisa brillante humeda
1 colonia STL si hay crecimiento si hay crecimeinto si hay crecimiento si hay crecimiento si hay crecimeinto blanca rugosa forma de flor grande
T2 X X X X X
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Anexo 4. Inspeccion post-mortem de ganglios pulmonares

Anexo 5. Ganglios pulmonares con alteraciones en su color y tamafio
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Anexo 6. Empaquetado de las muestras para ser llevados al laboratorio

Anexo 7. Medios de cultivo que se utilizaron para realizar las siembras de las muestras
Ok y St
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Anexo 8. Materiales utilizados para realizar todo el proceso de sembrado de las
muestras
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Anexo 10. Seleccion de la muestra para posteriormente macerarla con agua destilada
para que quede una mezcla homogénea para ser sembrada en los medios de cultivo
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Anexo 12. Siembra de muestra descontaminada en medio de cultivo con hisopo estéril

Anexo 13. Tubos con medios de cultivos sembrados con las diferentes muestras listos
para ser incubados
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Anexo 14. Tubos con medios de cultivos en la incubadora a 37° C, incubacién durante
6 semanas
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Anexo 16. Crecimiento de colonias bacterianas en los medios de cultivo
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Anexo 18. Materiales listos para hacer la etapa del aislamiento de las colonias

Anexo 19. Aislando las colonias de los diferentes medios de cultivo, para luego ser
llevado a congelacion.
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Anexo 20. Colonias bacterianas aisladas en los criotubos
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Anexo 22. Materiales utilizados para realizar los extendidos de las colonias

Anexo 23.Realizando el extendido de las muestras en las placas
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Anexo 24. Placas secandose con temperatura ambiente para aplicarles la tincion Ziehl
Neelsen

Anexo 25. Materiales para realizar la Tincion de Ziehl Neelsen
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Anexo 26. Placas portaobjetos con papel filtro sobre los extendidos

Anexo 27. Adicion de Fucsina fenicada sobre los extendidos

T e
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Anexo 28. Flameado de las placas hasta que se produzca 3 emisiones de vapor
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Anexo 31. Placas secandose a temperatura ambiente para realizar la baciloscopia

Anexo 33. Baciloscopia de bacilos acido — alcohol resistente (BAAR) positivos a
mycobacterium
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Anexo 34. Placas positivas a BAAR

Anexo 35. Placas negativas a BAAR
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Anexo 36. Resultados de la Baciloscopia
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Anexo 37. Clasificacion de la muestra en los tres primers
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Anexo 38. Ubicacion de los primers en el termociclador para que realice el proceso de
desnaturalizacién

Anexo 40. Colocacion del bromuro de etidio en las muestras para someterlos a la
electroforesis
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Anexo 41. Aplicando la electroforesis a las muestras

Anexo 42. Resultados de la electroforesis

MPM 16 17 18 19 20
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