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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa cuyo agente etioldgico es el Mycobacterium
bovis, el cual afecta al ganado bovino, porcino, caprino y a otros animales domésticos y
salvajes, ademas es fundamental mencionar que también esta presente en humanos. La
“Office International des Epizooties” (OIE), la considera como una enfermedad
importante y de notificacion obligatoria debido a los sintomas y alteraciones organicas
negativas que ocasiona. La prevalencia de la tuberculosis bovina es un factor a analizar
constantemente, especialmente en paises en desarrollo, porque de acuerdo con
publicaciones de hace dos décadas, se estimaba que para un 24% de poblacion bovina en
América Latina no existian medidas de prevencion y control para esta patologia. La
tuberculosis bovina (TBB), por ser una patologia cronica y ademas zoondtica deberia
tener una alta vigilancia epidemiolégica en el Ecuador, dado a que, en este pais, al igual
que en otros paises de Latinoamérica existe una importante implicacién en cuanto a lo
econdémico y ademas en la salud publica. En el centro de faenamiento del Canton Santa
Rosa se faenan a diario un promedio de 23 bovinos, destinados al consumo de la
poblacion. Estos animales provienen de diferentes sectores de la provincia (parte alta 'y

baja de El Oro); estudios anteriores, como el de Lojan (1982), estima en ganado de carne
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un 0,27% de prevalencia aparente de TBB en Santa Rosa — EI Oro mediante la prueba de
tuberculina. Por otro lado, Jaramillo (2002) indica un 0% de prevalencia con analisis
macroscopico, en un estudio realizado en el camal del cantén; con el propésito de
actualizar datos acerca del porcentaje de esta afeccion en animales bovinos, y ser mas
preciso en el resultado final de la investigacidn, se ha implementado un mayor ndmero
de métodos diagndsticos que en estudios predecesores. Utilizando técnicas como la
observacion macroscépica a linfonodos retrofaringeos, bronquiales y mediastinicos con
lesiones compatibles con la tuberculosis bovina se recolectaron las muestras para su
posterior cultivo microbioldgico y tincién Ziehl-Neelsen para la baciloscopia, ademas se
ejecuto la técnica PCR-LAMP para corroborar los resultados obtenidos. Con esto se pudo
establecer el porcentaje de prevalencia de tuberculosis bovina en animales faenados en el
centro de faenamiento del canton Santa Rosa. Se evaluaron 157 animales, de los cuales
mediante la inspeccion macroscépica se determind que 25 tenian indicios de
compatibilidad con tuberculosis lo que representa un 15,9% es decir, sus ganglios
linfaticos poseian lesiones caseosas 0 su coloracién era amarillenta, oscura o grisacea,
teniendo en cuenta siempre otras condiciones anormales que podian presentar a nivel
pulmonar. A estas muestras se las trasladd hacia laboratorios del Instituto Nacional de
Salud Pudblica e Investigacion (INSPI) en Guayaquil, respetando en todo momento la
cadena de frio correspondiente, después se procedio a realizar el cultivo microbiologico
en medios tales como Ogawa Kudoh y Stonebrink, se dejo incubar a temperatura de 37°
Celsius por un lapso de seis semanas y posteriormente para hacer la baciloscopia se usé
la tincién de Ziehl-Neelsen. El resultado obtenido en el analisis microbiologico fue 28%
(7/25) positivo a BAAR (Bacilos Acido Alcohol Resistentes) aislado en los dos medios
de cultivo mencionados. A estas muestras positivas se las sometio a otro estudio mediante
la prueba molecular PCR-LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) con lo que se
pudo evidenciar una prevalencia de M. bovis de 0%, y un 2,5% de animales con

Mycobacterium spp. en el ganado bovino faenado en el camal del canton Santa Rosa.

PALABRAS CLAVE: Tuberculosis bovina, Mycobacterium bovis, cultivo

microbiolodgico, baciloscopia, LAMP



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease whose etiological agent is Mycobacterium bovis,
which affects cattle, pigs, goats and other domestic and wild animals, it is also essential
to mention that this pathology is also present in humans. The “Office International des
Epizooties” (OIE), considers it as an important disease and mandatory notification due to
the symptoms and negative organic alterations that it causes. The prevalence of bovine
tuberculosis is a factor to be analyzed constantly, especially in developing countries,
because according to publications from two decades ago, it was estimated that for 24%
of bovine population in Latin America there were no prevention and control measures for
this disease. Bovine tuberculosis (BTB), for being a chronic and zoonotic pathology,
should have a high epidemiological surveillance in Ecuador, because in this country, as
in other Latin American countries, there is an important economic implication and also
in public health. In the slaughter center of Santa Rosa, an average of 23 cattle are
slaughtered daily, intended for the consumption of the population. These animals come
from different sectors of the province (upper and lower part of EI Oro); previous studies
like Lojan (1982) thesis, estimate in beef cattle 0.27% apparent prevalence of BTB in
Santa Rosa - El Oro through the tuberculin test. On the other hand, Jaramillo (2002)
indicates a 0% prevalence with macroscopic analysis, in a study carried out in the cantonal
slaughterhouse; with the purpose of updating data about the percentage of tuberculosis in
bovine animals, and being more precise in the final result of the investigation, a greater
number of diagnostic methods have been implemented in this investigation than in
predecessor studies. Using techniques such as macroscopic observation of
retropharyngeal, bronchial and mediastinal lymph nodes with compatible lesions with
BTB, samples have been collected for a microbiological culture and Ziehl-Neelsen
staining for bacilloscopy, In addition, the PCR-LAMP technique was performed to
corroborate the obtained results. With this it was possible to establish the percentage of
prevalence of bovine tuberculosis in animals slaughtered in the slaughter center of Santa
Rosa. 157 animals were evaluated, of which by macroscopic inspection it was determined
that 25 had evidence of compatibility with tuberculosis signs which represents 15.9%, In

other words, their lymph nodes had caseous lesions or their coloration was yellowish,
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dark or grayish, always considering other abnormal conditions that could occur at the
pulmonary level. These samples were transferred to laboratories of the National Institute
of Public Health and Research (INSPI) in Guayaquil, respecting at all times the
corresponding cold chain, then the microbiological culture was carried out in media such
as Ogawa Kudoh and Stonebrink, it was incubated at 37 ° Celsius for a period of six
weeks and then Ziehl-Neelsen staining was used to perform the bacilloscopy. The result
obtained in the microbiological analysis was 28% (7/25) positive for BAAR (Resistant
Alcohol Acid Bacilli) isolated in the two culture media mentioned. These positive
samples were subjected to another study using the PCR-LAMP molecular test (Loop-
mediated isothermal amplification) with which it was possible to show a prevalence of
M. bovis of 0%, and 2.5% of animals with Mycobacterium spp. in cattle slaughtered in

Santa Rosa.

KEY WORDS: Bovine tuberculosis, Mycobacterium bovis, microbiological culture,
bacilloscopy, LAMP
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INTRODUCCION

La Tuberculosis bovina (TBB), es una patologia infecciosa cronica cuyo agente etiol6gico
es el Mycobacterium bovis; afecta a la mayoria de animales domésticos y salvajes, y es
importante mencionar que se presenta también en el ser humano, siendo una de las
enfermedades zoonoticas con implicaciones considerables en la salud publica,
especialmente en paises donde son escasos los programas de erradicacion (1). La
enfermedad esta presente generalmente en paises en desarrollo, con resultados negativos

en el aspecto econdémico y social (2).

Por motivo del periodo de incubacion prolongado y el lento desarrollo de los signos
clinicos en la infeccién de M. bovis, se torna muy dificil diagnosticar la enfermedad con
examenes de rutina en una etapa temprana (3). La principal forma de transmision de la
TBB es generalmente horizontal y se transmite comdnmente al hombre a través del
contacto directo con animales infectados o por medio de la ingesta de leche proveniente
de animales con tuberculosis. Es fundamental sefialar que con la pasteurizacion de la
leche a temperatura entre 55-70 °C, que comenzé a realizarse en el afio 1935, ha

disminuido de manera efectiva la transmision del agente infeccioso a los humanos (4).

Los animales afectados por tuberculosis presentan pérdida progresiva de peso corporal,
disminucion en la produccion lactea, y formacion de tubérculos o granulomas
principalmente en pulmones, pero también ocasionalmente se forman en otros drganos
incluyendo el higado, intestinos y testiculos o Gtero. Sin embargo, no se ha informado que
afecte al sistema nervioso, por lo tanto, se considera que la TBB afecta sobre todo a nivel
del tracto respiratorio, ganglios linfaticos regionales y una segunda fase de la tuberculosis

infecta intestinos, huesos, meninges, articulaciones, rifiones y otros tejidos (3).

Ecuador es uno de los paises en donde no existe un control riguroso para esta enfermedad,
sin embargo, Ramos (5) manifiesta que Agrocalidad estd ejecutando un proyecto
dedicado al control de enfermedades de notificacion obligatoria en bovinos, tales como
la tuberculosis y brucelosis, que gracias a la colaboracion del sector privado realizan
regimenes y plantean planes para erradicar y prevenir estas patologias que influyen en la
salud pablica. Por otro lado, es de gran importancia sefialar que se deben realizar estudios

de incidencia y prevalencia de la TBB en el pais, porque no existe la suficiente



informacidn del porcentaje de ésta a nivel provincial o cantonal en la mayoria de lugares
del Ecuador. No obstante, dltimamente en el Instituto Nacional de Salud Publica e
Investigacion (INSPI), se esta llevando a cabo un proyecto que se dedicard a estimar el
porcentaje de prevalencia de tuberculosis bovina en los mataderos de bovinos de todo el

Ecuador.

En el Ecuador se aplica un protocolo que deben seguir los ganaderos, que consiste en que
estos deben ejecutar de manera obligatoria dos pruebas de tuberculina a cada animal para
confirmar positividad o negatividad a la enfermedad. A los reactores positivos tienen la
obligatoriedad de reportarlos y sacrificarlos. En todo caso, es factible hacer uso de
métodos diagnosticos complementarios para asi plantear resultados mas certeros, es por
ello que se efectud esta investigacién para comprobar la prevalencia de tuberculosis
bovina aplicando inspeccidn post mortem, baciloscopia y PCR-LAMP, dado a que en el

canton Santa Rosa de la provincia de EI Oro, son escasos sus estudios.



OBJETIVO GENERAL

Estimar el porcentaje de prevalencia de tuberculosis bovina, mediante métodos
diagnosticos de inspeccion macroscopicos, cultivos especializados, y analisis de PCR-
LAMP de linfon6dulos obtenidos de canales sospechosas, en el centro de faenamiento
del cantén Santa Rosa de la provincia de El Oro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la presencia de linfonodos alterados en cadenas ganglionares
gastrointestinal y respiratoria con lesiones compatibles con tuberculosis por medio

de inspeccién macroscopica.

- Identificar la presencia de Mycobacterium bovis, como causa de las lesiones
ganglionares, mediante cultivos bacteriolégicos, tincion Ziehh-Neelsen y
baciloscopia para gérmenes acido-alcohol resistentes.

- Determinar la presencia de Mycobacterium bovis mediante la técnica PCR-LAMP.

- Establecer el indice de tuberculosis bovina segun la raza, el sexo, edad y el lugar de

procedencia de los animales sacrificados en el camal Santa Rosa.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Generalidades de la tuberculosis bovina

1.1.1. Definicion

Cuando hablamos de la Tuberculosis Bovina (TBB), nos referimos a una patologia
infecciosa crdnica, cuyo agente etiologico es el Mycobacterium bovis, el cual es un bacilo
que forma parte del complejo MBTC (Mycobacterium tuberculosis). Principalmente esta
presente en el ganado vacuno, pero eso no quiere decir que no afecta a otros animales,
pues la tuberculosis tiene incidencia en una gran cantidad de animales tanto domésticos
como salvajes, ademas por ser de caracter zoonotico, el ser humano es también uno de

sus huéspedes, por lo que se trata de una enfermedad de notificacion obligatoria (6).

La tuberculosis bovina, siendo zoon6tica y encontrandose a nivel global, tiene impactos
significativos en la salud humana y animal, asi como en el bienestar econémico. Su
erradicacion es obstaculizada fundamentalmente por su epidemiologia compleja, que
implica a huéspedes silvestres en una gran cantidad de paises en el mundo (7). A nivel
global, a pesar de la existencia de programas nacionales de erradicacion de TBB, aln
existen porcentajes de prevalencia significantes, que deben ser considerados para
establecer métodos de prevencidn y control efectivos, en especial en paises en desarrollo,

en donde se presenta la patologia con mas frecuencia.

El Mycobacterium bovis es el causante principal de tuberculosis en una amplia variedad
de huéspedes animales salvajes y domésticos, limita considerablemente la productividad
del ganado y representa una muy grave amenaza zoondtica, debido a que segun estudios,
causa aproximadamente el 10% del total de los casos de tuberculosis humana en el mundo
(8). Schiller et al. (9) sefialan que es un desafio erradicar completamente a la tuberculosis
por motivo de la presencia del M. bovis en animales salvajes y su alto potencial para

propagarse a otras especies de mamiferos y aves.
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1.1.2. Historia

En el afio 1720, el médico inglés Benjamin Marten, conjeturo el origen infeccioso de la
tuberculosis (10). La tuberculosis a mediados del siglo XIX provocaba muchas
desgracias, pues en 1815, esta enfermedad era muy frecuente y extermind
prematuramente a la cuarta parte de la poblacion europea aproximadamente. El cientifico
famoso Robert Koch aislé el bacilo tuberculoso y fue capaz de demostrar este logro en
Berlin el 24 de marzo de 1882 (11).

Unos afios después, en 1890, Koch desarrolld la tuberculina y reconoci6 que existia la
posibilidad de usarla para detectar animales infectados con tuberculosis. Las primeras
pruebas rapidamente se desarrollaron, y hoy en dia sigue usandose este método
diagnostico. Con el pasar de los afos, varios investigadores cooperaron en optimizar y
refinar la estandarizacion y produccion de la tuberculina, ademas a mejorar la sensibilidad
y especificidad de esta prueba diagndstica experimentando diversas metodologias y sitios
de inoculacion de la misma (12). Smith (13) sefiala que el bacilo causante de la TBB (M.
bovis) y tuberculosis humana (M. tuberculosis), difieren en distintos aspectos con relacion

a su patogenicidad.

En 1921, Calmette Albert y Guérin Camille, cientificos franceses, elaboraron una vacuna
para la prevencion de la tuberculosis, ésta se denomind “bacille Calmette-Guérin” (BCG)

que es una cepa atenuada de M. bovis (14).

La tuberculosis presenta una distribucion a nivel mundial desde hace muchisimos afios;
en América la TBB aparecié hace aproximadamente 17000 afios, esto se comprobé al
determinar que, en una muestra del sistema 6seo de un bisonte existian micobacterias del
complejo M. tuberculosis (CMTB) y ademas lesiones compatibles con la enfermedad
(15).

1.1.3. Etiologia

Abdifetah (16) manifiesta que la tuberculosis bovina es una patologia de origen
bacteriano causada por Mycobacterium bovis, bacteria Gram positiva. Este patdgeno

pertenece al complejo Mycobacterium tuberculosis (MBTC), el cual es un grupo
16



clasificatorio de micobacterias genéticamente relacionadas. EI Mycobacterium bovis,
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium pinnipedi,
Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti, el oryx bacillus, dassie bacillus, y el
Gltimamente descubierto Mycobacterium mungi, forman este complejo MBTC; aunque
es necesario decir que el Mycobacterium bovis y el Mycobacterium tuberculosis son las
especies mas importantes de este complejo mencionado, porque son los mas frecuentes

que provocan la tuberculosis en humanos y animales.

Jemal (17) indica que el M. bovis es un bacilo que posee una forma recta o ligeramente
curvada, cuyas medidas oscilan entre 1-10 um de longitud y de 0,2-0,6 um de ancho. El
M. bovis tiene una membrana celular rica en lipidos, por lo que presenta una capa cerosa
que le proporciona acido resistencia e hidrofobicidad. Esta capa cerosa en gran medida
es responsable de su resistencia bacteriana a muchos desinfectantes, distintos antibiéticos
y a lesiones fisicas, es por esto que se dice que probablemente sea esta la razén de su lenta

tasa de crecimiento al restringir la absorcion de nutrientes de manera méas dinamica.

1.1.4. Clasificacion taxonomica del Mycobacterium bovis

En investigaciones pasadas, se agrupaban a las distintas especies relacionadas con
Mycobacterium tuberculosis en el mismo género, por ejemplo: Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium  abscessus, Mycobacterium goodii, Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium bovis (18), sin embargo, Tsang (19) sefiala
que clasificaciones taxondmicas recientes basadas en estudios evolutivos y gendmica
comparativa han distribuido a todas estas especies en tres diferentes géneros con historias
evolutivas separadas, es por esto que ahora se clasifican en: Mycobacteroides abscessus
y Mycobacteroides chelonae; Mycolicibacterium goodii, Mycolicibacterium smegmatis;
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium tuberculosis variante bovis. En la tabla 1,

se muestra la clasificacién taxondmica del agente etioldgico de la tuberculosis bovina.
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Tabla 1. Clasificacion taxonémica del M. bovis

REINO Bacteria

FILO Actinobacteria
CLASE Actinobacteria
SUBCLASE Actinobacteridae
ORDEN Actinomicetales
SUBORDEN Corynebacterineae
FAMILIA Mycobacteriaceae
GENERO Mycobacterium
ESPECIE Mycobacterium bovis

Fuente: (20,21)

1.1.5. Signosy sintomas

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas que existen; como ya se
menciond, posee un periodo de incubacion largo, por ende, es dificil juzgar los signos y
sintomas clinicos en su fase temprana. La TBB permanece en estado subclinico en la
mayoria de las ocasiones, pero entre sus signos clinicos se puede destacar que animales
con tuberculosis presentan leves grados de pirexia, letargo, anorexia, emaciacion, disnea,
y tos (22).

Leghari et al. (23) manifiestan que la TBB se caracteriza por producir granulomas a nivel
de ganglios linfaticos, ademaés por ser una afeccion debilitante. Puede afectar a cualquier
tejido del organismo, pero se centra de manera particular en pulmones, linfonodos, tejido
hepatico, bazo, pleura y ademas peritoneo. En algunos casos es una enfermedad latente
por lo que es dificil determinar con “ojo clinico” la presencia de la patologia, aunque en
otros casos, los animales con tuberculosis pueden volverse afectados de una manera
severa en unos pocos meses de haber contraido el M. bovis. En otros casos, hay animales
que pueden tardar varios afios en demostrar signos clinicos compatibles con la

enfermedad.
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1.1.6. Transmision

Las infecciones por Mycobacterium bovis pueden ocurrir en una gran diversidad de
animales, provocando la tuberculosis, y estos seres infectados son categorizados como
hospedadores reservorios (24) que posteriormente pueden propagar la enfermedad hacia

distintos animales.

Campbell (25) indica que debido a que la tuberculosis se presenta frecuentemente en
animales silvestres, es de gran importancia conocer que estos pueden transportar al M.
bovis hacia seres susceptibles, dado a que propagan al agente infeccioso dentro de las
poblaciones y es por esto que en paises donde no se controla la enfermedad, estos
hospedadores reservorios son un riesgo complicado para los animales domésticos y por

ende para la poblacién humana.

Al existir una gran cantidad de especies hospedantes del agente infeccioso, da lugar a que
acaezcan multiples vias de transmision (26). Es por esto, que el M. bovis se puede
transmitir entre animales por inhalacion de aerosoles o por la ingestion de alimentos
contaminados con este bacilo. La transmision es reforzada por una gran variedad de
factores de riesgo, comunmente relacionados con sistemas de ganaderia intensiva. En
ganaderia, se han realizado estudios en donde han determinado que la transmision de
tuberculosis desde animales silvestres al ganado ocurre a traves del contacto directo con
recursos que comparten, como por ejemplo el lugar en donde ingieren agua, o de forma
indirecta a través de la contaminacion de pasturas por parte del animal silvestre, que el
bovino consume posteriormente (27); la bacteria también puede infectar por otras vias,
como por tejido expuesto en heridas en tejido tegumentario, ademas por via lactea (28).
Ramos (5) sefiala que la transmision vertical de la TBB no es comun, pero puede suceder
hasta en el 1% de los casos de vacas infectadas, esto se da mediante la transmision de la

micobacteria por el cordén umbilical; por via genital no es comun su transmision.

El ser humano generalmente contrae el M. bovis por consumir leche que no se ha
sometido a procesos de pasteurizacion, por ingerir derivados lacteos crudos infectados,
mediante la inhalacion por via aerégena o al estar en contacto con animales afectados con

tuberculosis (29). Hurtado (30) manifiesta que las buenas précticas de manejo,
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preparacion y coccion de la carne de animales con tuberculosis, evitan la transmision por

consumao.

1.1.7. Periodo de incubacion y excrecion

En bovinos, los signos de la tuberculosis aparecen de manera tardia, pueden presentarse
de 15 a 34 meses después de la infeccidn, o bien, manteniéndose como infeccion latente.
Los signos podrian observarse después de varios afios cuando el animal tenga una

inmunodepresion por estrés, edad avanzada y entre otras causas (31).

La excrecion del M. bovis se da por distintas vias, pueden expulsarse por las heces o
principalmente a través de fluidos como saliva, esputo, leche, semen y secreciones

vaginales (32).

1.1.8. Patogenia

Mehmood (33) menciona que la TBB conlleva a lesiones en linfonodos retrofaringeos,
cervicales y ademas afecta a los pulmones. Los primeros en interactuar cuando ocurre la
infeccion a través del tracto respiratorio (la cual es la principal via) son los macréfagos

alveolares.

En humanos la respuesta inmune a M. bovis y a M. tuberculosis es similar, pero de igual
manera hay una gran necesidad de investigar méas a fondo estos procesos, especialmente
la parte en la que se da la interaccion Macr6fago-Mycobacterium, debido a que podria

conducir a un desarrollo terapéutico selectivo y efectivo (34).

Las lesiones de la tuberculosis bovina dependen directamente de la via de ingreso del
patdgeno. Siendo la ruta mas comudn por inhalacién, causa lesiones en el tracto
respiratorio superior, afectando linfonodos del area dicha. Si la via de ingreso es oral,
provoca lesiones en ganglios linfaticos mesentéricos y de la pared intestinal. La forma de
transmision vertical es muy rara, producto de los controles de erradicacion y prevencién

que se efectuan (33).

Al entrar el antigeno al huésped, se reclutan neutréfilos, monocitos y células dendriticas

en el sitio de infeccion. Los macrofagos destruyen a los bacilos si el nimero es
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relativamente bajo. A pesar de ello, las micobacterias tienen la capacidad de evadir estas
respuestas inmunes y de sobrevivir y replicarse de manera intracelular. Los monocitos
fagocitan los bacilos y se dirigen hacia linfonodos regionales para inducir la respuesta de

los linfocitos Th1l (linfocitos T helper 1) formando granulomas (34).

En organismos con inmunidad fuerte, por lo comun las células inmunoldgicas previenen
la formacion y difusion de lesiones a los demas 6rganos, la respuesta inmune en las vias
respiratorias por lo regular no puede controlar la infeccion. Es por esto que, con el pasar
del tiempo, las pequefias lesiones evolucionan y se tornan mas grandes provocando
tuberculosis crénica en pulmones, presentando en estos 6rganos necrosis caseosa Yy
lesiones en el l6bulo afectado. Los nodos linfaticos afectados de manera cronica se
hipertrofian y se cubren por un material caseoso granulomatoso rodeado por tejido fibroso
(33).

- Estructura y funcion de los granulomas

Ndlovu (35) sefiala que una caracteristica patolégica comdn de la tuberculosis es la
formacién de granulomas, esto se da por factores bacterianos y del huésped en los
pulmones de individuos infectados. Un granuloma es una estructura inmunolégica
compacta y organizada, rica en células inmunes, entre ellas monocitos, macrofagos,
neutrofilos, macrdfagos epitelioides, células dendriticas, células NK (natural killers),
células gigantes multinucleadas y células espumosas. Esta estructura es rodeada por una

capa de linfocitos, logrando establecer una estructura sélida y ordenada (Figura 1).
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Figura 1. Estructura basica de un granuloma tuberculoso

Estos tipos de células mencionadas forman el granuloma o tubérculo, que es un nddulo
granulomatoso amarillento inflamado con un diametro de aproximadamente 2-20 mm, y
un centro caseoso necroético (36). Al formarse los granulomas, se previene la propagacion
de micobacterias a otros 6rganos y tejidos del organismo, ademas cabe resaltar que el
granuloma no afecta al huésped y no elimina a las micobacterias, por lo que se convierte

en tuberculosis latente (37).

1.1.9. Fases de la tuberculosis

- Fase de primo-infeccion

Esta fase ocurre cuando el bacilo ingresa por primera vez al organismo. En la primo-
infeccion acontece el aparecimiento de lesiones en el 6rgano de penetracion y su ganglio
dependiente, a esto se le llama complejo primario, que implica (dependiendo la via de
ingreso de la micobacteria) al sistema respiratorio, hepatico, renal o digestivo. En los
pulmones la lesion se suele dar en la porcion dorso-caudal, en la zona subpleural del
I6bulo diafragmatico, o también en el I6bulo craneal pulmonar. EI complejo primario,

dependiendo al sistema inmune del hospedador, puede evolucionar a una bacilemia sin
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reaccién tisular, a una bacilemia con reaccion tisular por causa del bacilo diseminado por

las diferentes vias, a una total curacion o a un estado de latencia de la enfermedad (38).
- Fase post primaria

Cushicondor (39) manifiesta que esta fase se da cuando hay infeccion sobreaguda del M.
bovis, producto de una reinfeccion exdgena (llamada asi porque el hospedador adquiere
mas bacilos del exterior), o por una reactivacion endégena. La reactivacién enddgena
acaece cuando en la primera fase (primo-infeccién), hay una reactivacion de focos

preexistentes.

- Fase de agravamiento

Esta fase es la que se origina por el vencimiento de la resistencia adquirida al bacilo, que
puede ser originada principalmente por una inmunosupresion por alimentacion deficiente,
infecciones secundarias, agotamiento, o periodos fisiolégicos como gestacion o lactancia
(39).

1.1.10. Diagndstico

La tuberculosis se caracteriza porque en algunos casos presenta un largo periodo latente
en donde un individuo infectado puede excretar intermitentemente las bacterias, antes de
que la enfermedad se vuelva clinicamente aparente. ES por esto que para prevenir la
propagacion de la patologia es de gran importancia diagnosticar y controlar la infeccion
(40). Li (41) explica que los métodos de diagnéstico para TBB se los puede dividir en dos
grupos, como por ejemplo en pruebas directas e indirectas. Las pruebas directas estan
disefiadas para identificar directamente al organismo infeccioso en el huésped, en esta
categoria tenemos principalmente a los exdmenes post mortem y pruebas asociadas que
se usan para confirmar la infeccion, como puede ser la identificacion de lesion y el
posterior cultivo bacterioldgico. Si hablamos de las pruebas indirectas, nos referimos a
los métodos diagndsticos ante mortem, que ayudan a identificar la infeccion del M. bovis

en animales vivos.
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- Prueba de la tuberculina

Es el mas comdn, implica la inyeccion de una pequefia cantidad de PPD (Derivado
Proteico Purificado de tuberculina), el cual es un extracto antigénico que se deriva de un
cultivo del Mycobacterium en un medio sintético. EI PPD se inocula en el animal para
determinar si presenta el agente etioldgico de la tuberculosis, por lo que en reactores
negativos no se observa una respuesta inflamatoria local importante luego de 48-72 horas
post inyeccion. No obstante, animales enfermos o infectados, presentaran la reaccion
tuberculinica, siento esta una respuesta inmune de hipersensibilidad tipo IV tardia en el
sitio donde se inyect6 el PPD (42).

- Diagnéstico Clinico
Cushicondor (39) sefiala que el diagndstico clinico tiene un valor limitado debido a que
la tuberculosis puede seguir un curso rapidamente progresivo o también puede ser latente

o subclinica y presentar sus signos y sintomas en fases tardias.

Para el diagnostico clinico, el especialista se basa en signos clinicos de la tuberculosis,
entre los cuales tenemos la hipertrofia de linfonodos, fiebre fluctuante, pelo aspero,
debilidad, dolor respiratorio agudo. Podria presentar manifestaciones como diarrea o

estrefiimiento, esto depende si el bacilo infesto el tracto digestivo (39).

- Inspeccidn Veterinaria
La inspeccion veterinaria se la realiza en camales, y consiste en la observacion
macroscopica de lesiones granulomatosas, caseosas 0 mineralizadas en ganglios linfaticos
y organos relacionados con posibles vias de entrada de los bacilos. Este examen posee
una sensibilidad de 28,2% si hablamos de inspecciones ordinarias en centros de
faenamiento; la especificidad para lesiones identificadas como tuberculosis es del 99,3%
(39).

- Baciloscopia
La técnica mayormente usada para observar los bacilos tuberculosos es la tincion Ziehl-
Neelsen, con la cual se colorea de color rojo a los BAAR (Bacilos Acido Alcohol

Resistentes), grupo en el que se encuentra el M. bovis. EI compuesto fenolico carbol
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fucsina se usa como colorante primario, el cual penetra la pared del bacilo. Después de
haber tefiido la muestra, la micobacteria debe resistir a la decoloracion por el acido
alcohol. Por motivo del uso de azul de metileno como medio de contraste, en la
microscopia se observan bacilos rojos en fondo azul. La baciloscopia presenta una
sensibilidad de 43,5% y una especificidad de 94,4% (39).

- Cultivo bacteriolégico y medios de cultivo
Los procesos de descontaminacion son muy importantes al realizar cultivo bacterioldgico
para aislar colonias de bacilos tuberculosos. Las condiciones de incubacién y los medios
de cultivos empleados influyen directamente en el aislamiento del M. bovis. El cultivo
bacteriol6gico presenta una sensibilidad de 53% y un 88% de especificidad. Las muestras
cultivadas generalmente son provenientes de ganglios linfaticos y/o tejidos pulmonares
de animales sospechosos observados con lesiones macroscopicas compatibles con la
enfermedad. Para realizar el cultivo bacterioldégico se debe realizar una correcta
descontaminacion de la muestra con NaOH y después para la neutralizacion se emplea un
acido. Después se inocula en medios de cultivos como Ogawa Kudoh y Stonebrink para
someter a incubacién a temperatura de 37° C en oscuridad. El crecimiento micobacteriano

se debe observar cada 7 dias hasta la semana 8 de incubacién (39).

El medio de cultivo Ogawua Kudoh (OK) es muy recomendado para aislar M.
tuberculosis. Se trata de un medio econémico, cuyo pH debe ser de 6,4; el OK no es
selectivo para M. bovis, por lo tanto, otras micobacterias (incluye no patdgenas) pueden
crecer en el mismo. Contiene huevos enteros frescos, verde malaquita, sales minerales,
asparragina y glicerol (43). Por otro lado, Mora (44) sefiala que el medio de cultivo
Stonebrink, el cual contiene huevos enteros frescos, verde malaquita, agua purificada, y
en lugar de glicerol, contiene piruvato, por lo que es especial para el crecimiento de M.
bovis.

- PCR
El diagndstico por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) del Mycobacterium bovis,
usando cebadores especificos, altamente sensible, rapido y posee un gran valor en

estudios epidemioldgicos (45). EI PCR ha sido utilizado para amplificar diferentes
25



regiones del genoma micobacteriano (46). Cedefio (45) manifiesta que este método
diagnostico muestra una sensibilidad que varia de moderada a buena, oscila entre 65 a

90%; la especificidad del PCR es muy alta, con porcentajes de 98 a 99%.

1.1.11. Tratamiento

En bovinos con tuberculosis se han aplicado tratamientos sin eficacia, como por ejemplo
la utilizacion de isoniazida (el cual es un farmaco antituberculoso) en el pastoreo. Sin
embargo, esta patologia se puede controlar y luego erradicar, ejecutando programas y/o
acciones orientados a identificar, detectar y eliminar a los animales reactores positivos
(47).

Es de gran importancia aclarar que en la actualidad se comercializan una gran variedad
de quimioterapicos y antibidticos para combatir a la TBB, pero no se recurre a estos por
motivo de costos elevados, mutacion del agente etioldgico, riesgo de resistencia al
antimicrobiano y por peligro de contagio (47). Por otro lado, en cuanto al ser humano,
Bartaula et al. (48) sefialan que para tratar la tuberculosis se utilizan antibidticos, aunque
estos pueden conducir efectos adversos por ser hepatotdxicos.

1.1.12. Prevencion y control

No existe aun una vacuna eficaz como método de prevencion de la TBB. La vacuna
compuesta por el bacilo Calmette-Guerin (BCC) no muestra una proteccion importante
(49). En la actualidad se utiliza la vacunacion principalmente para prevenir formas graves
de tuberculosis extrapulmonar, sin embargo, la vacuna no previene la forma mas comdn
de la patologia en estudio (14); por otro lado, Jacobus (49) nos dice que al vacunar se
interfiere en el diagndstico de TBB mediante la prueba de tuberculina, debido a que causa

reactividad, mostrando falsos positivos en los resultados de la prueba.

Basicamente, para controlar y erradicar la TBB se emplea la tuberculinizacion a los
animales. A los reactores positivos (que son de notificacion obligatoria) se los sacrifica.
Para el ingreso de nuevos animales a un hato, deben ser sometidos a la prueba de

tuberculina para descartar su positividad a la enfermedad. No obstante, como método de
26



prevencion complementario, se deben realizar protocolos de bioseguridad. Por otro lado,
refiriendose a centros de faenamiento, es necesario ejecutar una vigilancia por parte de
especialistas conocedores de la patologia, para asi identificar y hacer el seguimiento al

rebafio de origen de animales con TBB (49).

1.1.13. Importancia en salud publica

La causa principal de tuberculosis en el ser humano se debe al M. tuberculosis, pero hay
que considerar que los humanos también son susceptibles al M. bovis, pudiendo infectarse
por consumir carne cruda, leche cruda, derivados lacteos de bovinos enfermos o mediante
la inhalacion de aerosoles con el antigeno. En la mayoria de paises desarrollados la
patologia esta relativamente controlada debido a que toman precauciones, como por
ejemplo la inspeccion rigurosa de la carne y la pasteurizacion de la leche, ademas realizan
niveles de higiene mejorados. Esto ha minimizado significativamente el riesgo de

infeccion a las personas (50).

Segun datos de la Organizacion Mundial de Salud (OMS), la Tuberculosis esté en el top
10 de causas principales de mortalidad humana a nivel global. En el afio 2018, de 10
millones de personas enfermas con tuberculosis, murieron 1,5 millones de ellas. Se estima
que, en ese mismo afio, enfermaron 1,1 millones de nifios, de los que 251.000 fallecieron.
Ademas, hay que tener en cuenta que la principal causa de muerte de personas con VIH,

es la tuberculosis (51).

El Ecuador se encuentra entre el grupo de paises latinos que presentan un alto nivel de
prevalencia de TBB. En base a los estudios que cada afio se van realizando en el pais, se
ha dado a conocer que esta enfermedad esta presente en ganado de carne y leche, por esto,
se justifica la implementacién de un programa nacional efectivo para controlar la
enfermedad, pues se necesita de manera urgente un plan de erradicacion para evitar el
aumento de porcentaje de esta patologia. Estas medidas permitirian reducir el impacto
zoonotico de la tuberculosis en las poblaciones, en especial en personas con alto riesgo

de contagio (52).
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1.1.14. Epidemiologia

En el mundo entero, existe la tuberculosis, siento buena parte del territorio africano y
ciertas partes de América y Asia presentan la prevalencia méas elevada. En varios paises
desarrollados se ha logrado erradicar esta patologia en el ganado bovino, pero aun
presentan problemas en cuanto a la fauna silvestre porque que también son huéspedes
para el M. bovis y no han podido eliminar el agente etioldgico en estas especies. El
Mycobacterium bovis también ha sido aislado en ovejas, cabras, caballos, cerdos, perros,
gatos, jabalies, ciervos, zorros, elefantes, tapires, ardillas, rinocerontes, mapaches,
zariguleyas, focas, topos, alces, hurones, tigres, coyotes, linces, liebres, leones, camellos,
Ilamas, nutrias, leopardos, tejones, bufalos, bisontes, ratas y primates (53).

En humanos la TBB es considerada una zoonosis reemergente, debido a la aparicion de
cepas resistentes a los medicamentos anti tuberculosos, los reservorios del M. bovis en
animales silvestres y la persistencia de la infeccion en el ganado (54). Sin embargo, en
paises industrializados, ha disminuido de manera considerable la incidencia anual de
tuberculosis humana por M. bovis (55). La Organizacion Mundial de la Salud, en el afio
2014, puso en marcha un proyecto para lograr un mundo libre de tuberculosis que tendria

resultados en 2035, erradicando completamente la enfermedad (56).

El 44% de paises, entre los meses de enero de 2017 y junio de 2018, notificaron casos de
TBB. Esto quiere decir que existe prevalencia de tuberculosis bovina en 82 de los 188
paises que han notificado al Sistema mundial de informacién sanitaria de la OIE su
situacion sobre la presencia de la patologia (Figura 2) (57). En la mayoria de los paises
en desarrollo, existe la presencia de la enfermedad, por motivo de que no se llevan a cabo

protocolos efectivos de erradicacidn, prevencién y control de la misma.
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Figura 2. Distribucion mundial de TBB en el afio 2017 y el primer semestre del 2018

Fuente: (57)

En la Figura 2, se muestra la situacion de la tuberculosis bovina a nivel mundial, y es
necesario dar a conocer que el 62,2% de paises (51 paises) sefialan que la enfermedad
solo habia tenido incidencia en ganado bovino; el 2,4% (2 paises) sefialan que presentan
la patologia en la fauna silvestre y que en el 35,4% (29 paises) existe presencia de

infeccion en ganado bovino y fauna silvestre (57).

Segun Proafio (54) en el Ecuador, los estudios de prevalencia de TBB son escasos, hasta
el afio 2008 es notable que los investigadores realizaban como técnica primordial, el

método de la tuberculina.

En la figura 3, se muestra un mapa epidemiolégico de la situacion de la tuberculosis

bovina hasta el afio 2008, segln investigaciones reportadas a nivel nacional.
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Figura 3. Situacion de la Tuberculosis Bovina en Ecuador, 1972-2008 (43)

Sin embargo, en los Gltimos afios se han estado llevando a cabo mdltiples investigaciones
en diferentes localidades del pais empleando distintos métodos de diagndsticos post
mortem para transmitir datos reales con bajo porcentaje de sesgo.

En latabla 2 se detalla la prevalencia aparente de Tuberculosis Bovina en ganado de carne
en distintos cantones del Ecuador, entre los afios 1977 y 2004, cuyos investigadores en su

mayoria usaron la prueba intradérmica de la tuberculina.
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Tabla 2. Prevalencia aparente de Tuberculosis Bovina en ganado de carne en Ecuador,
acorde a estudios entre 1977-2004 (43)

Location Positive cattie/
Yaar Province Canton M. af animals (%)
1977 Guayas Guayaquil 33975 338
1981 Galépagos San Crstobal 01 000 0.00
1982 El Oro Santa Rosa 41 485 027
1984 El Oro Pasaje 0500 0.00
1996 Santo Dominge  Santo Domingo 21/4 838 0.43
1947 Guayas Bl Triunta 0/300 0.00
1998 Los Rios Ventanas o320 0.00
2000 Manabi Pajan 0/300 0.00
2003 Guayas Maranjal 147250 5.60
2003 Guayas Bucay 21200 1.00
2004 Santo Dominge  Santo Domingo 20v4 029 0.50

La tabla 3 y 4 indican el porcentaje de prevalencia aparente de Tuberculosis Bovina en

ganado lechero y a nivel de camal respectivamente, en varios territorios del Ecuador.

Tabla 3. Prevalencia aparente de Tuberculosis Bovina en ganado lechero en Ecuador,
acorde a estudios entre 1977-2008 (43)

Location Pasitive cattie/

Yaar Prowvince Canton MNo. of ammals %)
1977 Tungurahua Fillara 2132 0.33
2001 Pichincha Cayarnbe 5178 28
Imbakbura Otavalo 24323 7.29

Carchi Espejo 11/518 213

2002 Pichincha Cayambe 14/3 006 0.47
2002 Pichincha Maijia 15273 089 4.92
2002 Carchi Espejo, Tulcan 523011 1.73

Monbufar, Huaca

2003 Imbabura Iparra, Otavalo 733 005 243
2003 Tungurahua Pillara, Mocha 494 012 1.22
2006 Pichincha Majia 28327 T.95
2007 Pichincha Maijia 1421 644 863
2008 Pichincha Majia 1221 4486 843
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Tabla 4. Prevalencia de Tuberculosis Bovina a nivel de camal en Ecuador, acorde a
estudios entre 1972-2008 (43)

Locatsn Pasitive cattie/

Year Pronance Canion Ma. of ammals %

1873 Guayas Guayaquil 16/3 425 0.47
1983 Guayas Guayaquil 28023 029 o2
2000 Santo Dominga Santo Dominga &2y o
2002 Guayas Guayaquil Biv4 200 1.890
2002 El Ora Pasaje 01 395 0.00
2002 El Oro Santa Rosa o1 047 0.00
2003 Guayas Colimes 0283 0.00
2003 Esmeraldas Quinindé 0400 0.00
2007 Pichincha Majia 16/687 2.33
20048 Pichincha Majia 17703 2.24

En la tabla 5 se pueden observar los porcentajes de prevalencia de tuberculosis bovina en
el Ecuador a partir del afio 2008 hasta el 2019. Los datos han sido recopilados desde la
web, clasificando la informacion para un mejor entendimiento sobre la epidemiologia de

esta enfermedad en el pais.

Tabla 5. Porcentajes de prevalencia de Tuberculosis bovina en Ecuador, basado en
estudios realizados desde 2008 hasta 2019

Referencia Afo  Provincia Canton Meétodo Prevalencia
Diagnostico
(58) 2008 Pichincha Cutuglahua Prueba de la 3,23%
(Canton Mejia) tuberculina
(58) 2010 Pichincha Aloasi (Canton Prueba de la 0,83%
Mejia) tuberculina
(59) 2011 Imbabura Otavalo Prueba de la 6,9%
tuberculina
(60) 2011 Pichincha Cayambe Nested PCR 4,059%
(60) 2011  Tungurahua Pelileo Nested PCR 4,56%
(61) 2012 Loja Hoya (Loja) Prueba de la 6%
tuberculina
(62) 2012  Chimborazo Tunshi Prueba de la 7,69%
Politécnica tuberculina
(Riobamba)
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(62) 2012  Chimborazo Molobog Prueba de la 7,77 %
(Riobamba) tuberculina
(63) 2013 Los Rios Quevedo Prueba de la 12,86%
tuberculina
(64) 2013 Cotopaxi Latacunga Prueba de la 8,47%
tuberculina
(64) 2013 Carchi Tulcén Prueba de la 3,57%
tuberculina
(64) 2013 Imbabura Ibarra Prueba de la 4,55%
tuberculina
(39) 2014 Pichincha Mejia Inspeccion 1,52%
Macroscopica y
Cultivo
Bacteriologico
(65) 2014 Napo Carlos Julio Prueba de la 0%
Arosemena Tola tuberculina
(66) 2015 Loja Loja Tinci6n por 27,56 %
Ziehl Neelsen
(30) 2015 Esmeraldas Esmeraldas, Prueba de la 22%
Eloy Alfaro y tuberculina
Quinindé
(67) 2015 Carchi Parroquia Santa Prueba de la 0,54%
Marta de Cuba tuberculina
(Cantén Tulcéan)
(68) 2015 Loja Loja Kit Pure Link 43,13%
Genomicy
PCR
(69) 2015  Chimborazo Chambo Prueba de la 0,73%
tuberculina
(6) 2016 Loja Loja Prueba de la 6,16%
tuberculina
(70) 2016 Santo Santo Domingo Prueba de la 0%
Domingo de tuberculina
los Tséchilas
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5) 2017 El Oro Parte baja de la Prueba de la 0%
Provincia tuberculina
(71) 2017  SantaElena  Sury Este de la Prueba de la Sur=6,33%
provincia tuberculina Este=3,19%
(72) 2018 Guayas El Empalme LAMP 33,15%
(73) 2019 Guayas Bucay Prueba de la 0%
tuberculina
(74) 2019 Carchi Parroquia Tulcdn  Prueba de la 1,05%
(Cantén Tulcéan) tuberculina
(75) 2019 Los Rios Buena Fe LAMP 56,07%

Elaborado por: Autor

1.1.15. Factores asociados a la tuberculosis bovina

Con respecto a las razas de bovinos, Lomillos & Gomez (76) indican que la raza de lidia
presenta una prevalencia hasta 20 veces mayor en comparacion con razas bovinas
lecheras. Por motivos de contacto entre el ganado y animales silvestres, los bovinos
pueden contagiarse de la enfermedad. Debido a la inexistencia de interactividad del
ganado perteneciente a explotaciones bovinas intensivas con animales silvestres, los
brotes de TBB han sido controlados de manera rapida en este tipo de explotacion

ganadera.

Estudios realizados en Ecuador, por Paccha en 2012, sefialan que la raza Holstein Friesian

es la més susceptible a la TBB, seguida de la Holstein mestiza.

Cruz y Pozo (77) realizaron estudios en el camal Daule, y mencionan que no encontraron
asociacion estadistica significativa entre la presencia de M. bovis y las variables sexo,
proposito, y categoria zootécnica. Ademas, Cushicéndor (39) argumenta seglin los
resultados de su investigacion en el camal de Mejia, Pichincha que no logré determinar
que el sexo, la edad, el biotipo y la procedencia de los animales estuvieran asociados a

una mayor probabilidad de presentar lesiones macroscopicas compatibles con TBB.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Zona de estudio

2.1.1. Localizacién del area de estudio

El trabajo de investigacion se realizd en el camal Municipal del cantén Santa Rosa
(Figura4), ubicado en las afueras de la ciudad, en la via Puerto Jeli. EI Cantén Santa Rosa
se localiza al sur de la region litoral del Ecuador, en la orilla derecha del rio Santa Rosa,
a una altitud de aproximadamente 10 msnm y con un clima tropical que varia de 21 °C a
32 °C.

Limites del Canton Santa Rosa:

- Norte: Cantones Machala y Pasaje
- Sur: Cantones Arenillas y Pifias
- Este: Atahualpa y Pasaje

- Oeste: Canton Arenillas y Océano Pacifico

Figura 4. Ubicacion del centro de faenamiento del Cantén Santa Rosa
Fuente: Google Maps
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2.1.2. Caracteristicas de la zona de estudio

El centro de faenamiento del canton Santa, administrado por la Empresa Municipal de
Mercado y Camal (EMCA), cuenta con un area para ganado bovino y otra para ganado
porcino; en este lugar se faenan animales de la parte alta y de la parte baja de la provincia,
siendo el horario de sacrificio desde las 20:00 hasta las 4:00. Los dias de faenamiento son
todos los dias de la semana, exceptuando el dia martes y el nimero de animales que faenan

varia por dia, pudiendo haber entre 25-40 o entre 15-24 animales a faenar.

2.2. Materiales

2.2.1. De campo

— Casco de seguridad

—  Overol

— Guantes

— Mascarillas

— Cuchillo

— Pilas refrigerantes

— Botas

— Cubeta de 4L de capacidad
— Cloro al 5%

— Cooler

— Envases plésticos estériles
— Bolsas ziploc

— Hojas de registro

— Marcador permanente

— Esferogréafico
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2.2.2.

2.2.3.

De laboratorio

Batas quirargicas esterilizadas
Guantes

Mascarilla 3M N95

Baja lenguas

Morteros con mango

Hoja de Bisturi

Mango de bisturi

Pinza anatomica

Gradillas

Papel de empaque

Envases de plastico

Hisopos

Papel filtro

Algodoén

Asas bacterioldgicas desechables
Tubos de ensayo

Criotubos

Mascarillas

Cofia

Zapatones

Placas porta objeto esmeriladas
Pipeta Pasteur

Gafas

Caja de fdsforo

Equipos

Cabina de seguridad bioldgica

Termobloque
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2.2.4.

Incubadora de laboratorio
Congelador

Microscopio optico

Sustancias y reactivos

Medios de cultivo: Ogawa Kudoh (OK) y Stonebrink (ST)
Soda al 4%

Alcohol — acido

Agua destilada

Alcohol industrial

Colorantes: Fucsina fenicada y azul de metileno

Aceite de inmersion

Cloro

2.3. Metodologia

2.3.1.

Técnicas e instrumentos de investigacion

Recoleccion de muestras de linfonodos con lesiones macroscopicas compatibles
con la tuberculosis bovina, de bovinos faenados, dos dias por semana durante un
mes.

Siembra de muestras, cada una en dos tubos con medio de cultivo Ogawa Kudoh
y en dos tubos con medio de cultivo Stonebrink.

Revision de crecimiento semanal por cuatro semanas post siembra.

Baciloscopia de colonias bacterianas que se obtuvieron en los medios de cultivo.

Diagnostico molecular (PCR-LAMP) de colonias positivas en baciloscopia.
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2.3.2. Tipo de investigacién

El presente trabajo investigativo es un estudio de tipo observacional, transversal,

prospectivo y analitico.

Se estim6 la prevalencia de tuberculosis bovina utilizando técnicas de inspeccion
macroscopica, cultivos especializados, y analisis de PCR-LAMP. Ademas, se evaluo la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre animales enfermos con

tuberculosis bovina y las variables raza, sexo, edad y lugar de procedencia.

2.3.3. Poblacion y muestra

La poblacion de estudio fueron los bovinos que ingresaron al centro de faenamiento del

canton Santa Rosa, durante el mes de noviembre.

A partir de la poblacion se procedio a observar y revisar las caracteristicas de linfonodos
de todos los bovinos y se recolectaron los que cumplian con los requisitos y criterios para
la inclusion en la presente investigacion durante el periodo de estudio en el mes de

noviembre de 2019.

2.3.4. Variables

Se analizaron las siguientes variables:

- Animales positivos a tuberculosis bovina
- Raza

- Sexo

- Edad

- Lugar de procedencia

39



2.3.5. Anadlisis estadistico

La tabulacion de los datos recolectados se efectud en el programa Microsoft Excel. El

analisis estadistico se realizé en el software IBM SPSS Statistics version 25.

La descripcion de variables cualitativas se realizd mediante tablas distribucion de

frecuencias.

2.3.6. Metodologia del trabajo

La investigacion se realizd en dos fases, una de campo y otra de laboratorio. El trabajo de
campo comprendio en la recoleccion de muestras ganglionares con lesiones compatibles
con tuberculosis bovina, en el centro de faenamiento del cantén Santa Rosa durante el

mes de noviembre de 2019.

La fase de campo consistié en tomar muestras de ganglios linfaticos retrofaringeos,
cervicales y mediastinicos que hayan presentado alteraciones en tamarfio y/o en color a
través de una inspeccion macroscopica post mortem durante el faenamiento de los
bovinos. Las unidades muestrales que se recolectaron fueron registradas considerando las

variables: raza, el sexo, edad y el lugar de procedencia.

El analisis de laboratorio se efectu6 en el Instituto Nacional de Salud Publica e
investigacion (INSPI). En el area de zoonosis fue en donde se realizaron las siembras de
las muestras en los respectivos medios de cultivo microbioldgico. Se utilizaron medios
de cultivo Ogawa Kudoh (OK) y Stonebrink (ST).

Se empleo el método de baciloscopia a las colonias obtenidas en los medios de cultivo
mediante la técnica de Ziehl-Neelsen. Posteriormente, para confirmar la positividad a
tuberculosis bovina, se realizé analisis molecular PCR-LAMP.
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- Toma de muestras

Se procedio a visitar el camal de Santa Rosa dos veces por semana durante un mes, los
dias en los que méas animales se faenaban (en este caso eran los dias sdbado y domingo);
las jornadas laborales en este centro de faenamiento inician a las 20:00 y culminan a las
4:00, por lo que, al inicio de la jornada de trabajo, se realizé una inspeccion clinica a los
animales sospechosos de tuberculosis. En cuanto a la técnica de observacion
macroscopica de ganglios, se observaron los linfonodos retrofaringeos, mediastinicos y
bronquiales en la etapa de eviscerado de cada animal. Ganglios sospechosos, de
coloracion oscura y/o con alteracion de tamafio y estructura eran destinados al laboratorio

para analizar.

A cada ganglio examinado se le procedia a realizar un corte transversal con un cuchillo
previamente desinfectado con cloro al 5%, al cual se lo coloc6 en la cubeta para sumergir
el instrumento de corte por un lapso de 2 segundos. En el caso de que el linfonddulo
presentase alteraciones, se procedia a guardarlo en un envase plastico esteril y
posteriormente se lo colocaba en una bolsa ziploc rotulada con el nimero de muestra

extraida. A la unidad muestral se la colocaba en el cooler con pilas refrigeradas.

Al conjunto de muestras se las mantuvo en refrigeracion hasta transportarlas a los
laboratorios del INSPI en la ciudad de Guayaquil. El trabajo en laboratorio se lo realizé
semanalmente, los dias lunes, por lo tanto, en ese dia se efectuaba la siembra y/o lectura

de muestras recolectadas.

- Cultivo microbiolégico

Se utilizaron los medios Ogawa Kudoh (OK) y Stonebrink (ST). Las muestras fueron
cultivadas por duplicado en cada medio de cultivo mencionado. Luego estuvieron en
incubacién durante cuatro semanas a una temperatura de 37°C. Las primeras 48 horas
post siembra, los tubos permanecieron semi abiertos en posicion horizontal y luego se los

cerro totalmente y se los coloco en sentido vertical.

Preparacion de la Cabina de Seguridad Biologica. - para iniciar la siembra en los
medios de cultivos se prepara la cabina de seguridad bioldgica utilizando papel de

empaque sobre la base de la cabina para luego colocar los materiales que se usaron para
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realizar el cultivo bacteriano. Se debe tener mucho cuidado con el material estéril, debido

a que éste no se debe contaminar.

Maceracion y Homogenizacién. — con ayuda de una baja lengua estéril, se coloca la
muestra en la capsula de porcelana y se procede a tomar una porcion pequefia del area
mas afectada cortando con el bisturi. Seguidamente, se agrega agua destilada estéril y se

macera la muestra con el mortero hasta tener una mezcla homogénea.

Descontaminacion. — se toma un hisopo estéril y se humedece el algoddn con la muestra
macerada, posteriormente se lo introduce en un tubo con el descontaminante hidroxido
de Sodio (soda caustica) a una concentracion del 4%. El tiempo indicado del hisopo

dentro del descontaminante es de exactamente 2 minutos.

Siembra. — transcurrido el tiempo indicado de descontaminacion, se retira el hisopo y se
realiza la siembra en los medios de cultivo con los tubos rotulados (un hisopo por tubo)
de abajo hacia arriba en forma giratoria y en estrias (zigzag) sin tocar las paredes del tubo

ni incrustando el hisopo con mucha fuerza en el medio de cultivo (77).

Los medios de cultivo utilizados fueron: Ogawa Kudoh (OK) y Stonebrink (ST), cada
uno con dos tubos (en total 4 tubos por muestra). Se realiza lo mismo con cada muestra y
se descarta los materiales (hisopos, baja lenguas y restos de macerado) en un envase
plastico boca ancha tapa rosca con cloro al 5%. El resto de cada una de las muestras
fueron crio almacenados en microtubos con su respectiva rotulacion para asi realizar

futuras resiembras si se requiere.

Incubacién y lectura de cultivos. — los tubos sembrados (colocados de manera ordenada
en una gradilla) se los ubica en la incubadora, a una temperatura de 37° C, semi tapados,
de forma horizontal durante 48 horas. Esto se realiza con el fin de permitir el intercambio

de gases debido a que el M. bovis es una bacteria aerobia estricta.

Luego de haber transcurrido las 48 horas, se coloca los tubos en posicion vertical y se
cierra completamente la tapa; se mantiene los tubos en la incubadora minimo por 4
semanas. Cada 7 dias se procede a realizar revisiones del estado de crecimiento de UFC
en los medios de cultivo. En el caso de encontrar contaminacion en algun tubo,
inmediatamente se debe efectuar una resiembra, aislando las colonias que posiblemente

fuesen positivas.
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Inactivacion y conservacion de colonias bacterianas. — si se observan UFC de un buen
tamafio en la semana 4 post siembra, se procede a realizar el aislamiento de colonias. Por
otro lado, se desechan los tubos que no presentan crecimiento de colonias bacterianas

hasta la semana 8.

Para realizar el aislamiento de las colonias bacterianas, el encargado se debe equipar
correctamente respetando las debidas normas de bioseguridad. Después se extraen los
tubos con colonias bacterianas visibles. Posteriormente, se prepara la cabina de seguridad
bioldgica para efectuar el proceso.

Luego de ingresar todo el material a utilizar y los tubos con colonias visibles, se rotulan
los criotubos para asi aislar las colonias en los mismos. En el caso de tener mas de un tipo
de colonias en un tubo, se rotulan mas criotubos segun el aspecto de la misma, siguiendo
un orden adecuado.

Con una pipeta, se colocan 700 microlitros de agua destilada estéril y se coloca en cada
criotubo, luego con un asa descartable, evitando rozar las paredes del tubo e impidiendo
tomar medio de cultivo, se sustrae cada colonia presente en los tubos para colocarlas
dentro de los criotubos agitando el asa para que la colonia se mantenga en el interior del
criotubo. Posteriormente se desechaba cada asa utilizada y se repite el procedimiento para
cada tubo.

A continuacién, se ubican los criotubos en un termobloque (accublock digital dry bath),
donde fueron sometidos a una temperatura de 87°C por 30 minutos para asi realizar el
proceso de inactivacion de bacterias. Al finalizar el proceso de inactivacién, se conservan
los criotubos en el congelador a una temperatura de -86° Celsius, para luego efectuar la
baciloscopia.

- Baciloscopia

Arévalo et al. (2015) manifiestan que la baciloscopia es el examen microscépico de una
muestra que ha sido extendida sobre una lamina de vidrio y tefiida mediante el método
Ziehl-Nielsen. Con este método se detectan microorganismos calificados como BAAR
(bacilos acido-alcohol resistentes).

Se efectud la baciloscopia a las colonias de los medios de cultivo., aplicando la técnica

de tincion de Ziehl-Neelsen.
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Rotulacién de los portaobjetos. — para esto, se debe equipar tomando las respectivas
nomas de bioseguridad. Se toman las muestras en congelaciony se las ordena para realizar
la rotulacion de la placa portaobjetos. 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 los microtubos que poseen las colonias bacterianas ya
descongeladas.

Preparacion del extendido. — Con una pipeta Pasteur se absorbe una gota de cada
microtubo en donde estan las colonias y se coloca la muestra en el portaobjetos, luego
con la misma se hace el extendido en forma circular. Se desecha la punta de la pipeta en
un frasco con cloro, y se espera a que el extendido seque por completo a temperatura
ambiente.

Tincion de Ziehl Neelsen. — La tincion Ziehl Neelsen se basa en colocar carbol fucsina
y calentar la preparacion para asi solubilizar lipidos y otros &cidos grasos de la pared
celular para que permita el paso libre del colorante, el cual tiene una gran afinidad con
los acidos micolicos (&cidos grasos presentes en las membranas celulares de las
micobacterias). Al enfriar con agua, los componentes de la membrana vuelven a
endurecer, resistiendo la accion abrasiva del alcohol-&cido, ademas se usa azul de

metileno como contra tincion. (79)

1. Coloracion: se coloca las placas en un soporte que permita el flameado, en un sitio
en donde puedan ser correctamente manejadas para una tincién con mayor
facilidad (lavabo). Se coloca papel filtro cortado en pequefias partes sobre el
extendido de cada placa. Posteriormente, con una pipeta se coloca fucsina sobre
cada portaobjetos hasta cubrirlo totalmente durante 5 minutos. En el transcurso de
ese tiempo se flamea con un mechero envuelto de algodén y empapado con
alcohol industrial por debajo de las placas hasta producir tres emisiones de vapor.
Transcurrido los 5 minutos y realizado el flameado se retira el papel filtro con una
pinza, desechandolos en un envase plastico. Se enjuaga las placas con agua del
grifo por ambos lados, teniendo en cuenta que el chorro no sea excesivo y evitando

que caiga directamente sobre la tincién.
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2. Decoloracion: se ubica de nuevo las placas en el soporte y se agrega alcohol —
acido sobre cada placa con una pipeta durante 1 minuto. Se enjuaga nuevamente

las placas con chorro de agua débil evitando que caiga sobre la tincion.

3. Contra - tincion: ubicadas nuevamente las placas en el soporte, con una pipeta se
coloca azul de metileno sobre las ellas y se deja por 1 minuto, luego se vuelve a

enjuagar para asi dejarlas secar en un soporte de portaobjetos de manera inclinada.

Lectura de extendidos. — luego de realizar la tincion, se efectda la lectura microscopica.
Para ello, se observan las placas en el microscopio éptico con objetivo de 100x, para esto
se coloca una gota de aceite de inmersién en el centro de cada placa y se observa
identificando la presencia de bacilos tefiidos de color fucsia que indican un resultado
positivo a BAAR. Para agilizar el proceso se puede observar al inicio con el lente 10x

sectores con coloracién fucsia y luego pasar a 100x en aquellos sectores identificados.

- Diagnostico molecular PCR-LAMP

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

Unica enzima ADN polimerasa.

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

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

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

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

aisladas en los medios de cultivo OK y ST.
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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 funcién
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 porcién 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.

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

minutos para posteriormente realizar la electroforesis.

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

la luz ultravioleta.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacion de la presencia de linfonodos alterados en animales muestreados

La tabla 6 indica el total de bovinos examinados con alteraciones y sin alteraciones de
linfonodos durante el faenamiento. Se identifica que hubo un total de 157 bovinos
inspeccionados de manera macroscépica de los cuales se muestra que el 15,9% (25/157)
presentaron alteraciones compatibles con tuberculosis bovina. Por otro lado, el 84,1%

(132/157) no mostraron alteraciones a nivel de ganglios linfaticos.

Tabla 6. Resultados de la presencia de alteraciones compatibles con tuberculosis bovina
mediante la técnica de observacion macroscépica

Inspeccion Macroscopica

Frecuencia Porcentaje
Sin Alteracion 132 84,1
Con Alteracion 25 15,9
Total 157 100,0

En el afio 2014, Cushicondor determind la prevalencia aparente de lesiones compatibles
con tuberculosis bovina mediante inspeccién macroscopica post-mortem, en el Matadero
del Canton Mejia, del 1.01% (4/395), y la consideré como alta prevalencia (mayor al 1%).
Por otro lado, Suquilanda (2015) sefiala que recolecté 630 ganglios (Cervicales,
Pulmonares, Retrofaringeos, Bronquiales y Mediastinos) de 127 bovinos faenados, y
obtuvo resultados de la presencia de la enfermedad TBB en las ganaderias del cantén
Loja, con el 27,56% de casos positivos en bovinos provenientes de las diferentes

ganaderias.
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3.2. Identificacion de la presencia de Bacilos Acido-Alcohol Resistentes (BAAR)

como causa de lesiones ganglionares, a partir de cultivos microbiologicos

En la tabla 7 se muestra el porcentaje de animales positivos y negativos a Bacilos Acido-
Alcohol Resistentes (BAAR), estos datos fueron obtenidos al efectuar la respectiva
baciloscopia después de haber realizado la tincion Ziehl Neelsen a colonias bacterianas
aisladas de los medios de cultivo Ogawa Kudoh (OK) y Stonebrink (ST). A su vez, en la
tabla se puede evidenciar que, de las 25 muestras obtenidas con lesiones compatibles a
TBB, el 28% fueron positivas a BAAR, esto quiere decir que 7 muestras presentaron
bacilos &cido-alcohol resistentes. No obstante, el 72% (18/25) de animales fueron
negativos a BAAR.

Tabla 7. Resultados de baciloscopia de colonias aisladas de los medios de cultivo Ogawa
Kudoh y Stonebrink

Baciloscopia BAAR / Medios OK 'y ST

Frecuencia Porcentaje
Negativo 18 72,0
Positivo 7 28,0
Total 25 100,0

Durante el mes de noviembre del 2018, Cruz & Pozo realizaron una investigacion en el
camal Daule, cantdn perteneciente a la provincia del Guayas, recolectaron muestras
ganglionares que presentaron alteraciones en tamafo y/o color en la inspeccion post —
mortem, cultivaron las muestras en los medios de cultivo Lowenstein Jensen, Ogawa
Kudoh y Stonebrink, y posteriormente realizaron baciloscopia utilizando tincion de Ziehl
— Neelsen para determinar la presencia de bacilos acido-alcohol resistente (BAAR)

obteniendo resultados de 43,5% positivo a BAAR aislado en los tres medios de cultivo.
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3.3. Determinacion de la prevalencia de tuberculosis bovina mediante la técnica
PCR-LAMP

Como se aprecia en la tabla 8, después de realizar el diagndstico molecular, se obtuvieron
los resultados siguientes, un 2,5% (4/157) de animales faenados fueron positivos a
Mycobacterium spp (Micobacterias atipicas). No obstante, no se encontrd presencia de
Micobacterias del Complejo Mycobacterium tuberculosis (0%) ni de animales con

Mycobacterium bovis (0%).

Tabla 8. Resultados de PCR-LAMP

Positivos Negativos %
Mycobacterium 4 153 2,5
spp.
Micobacterias del 0 157 0
Complejo
Mycobacterium
tuberculosis
Mycobacterium 0 157 0
bovis

En el afio 2019 también se han realizado estudios ante mortem en ciudades de la provincia
del Guayas (Bucay) y Carchi (Tulcan) dando como resultado porcentajes de prevalencia
de 0% y 1,05% respectivamente (73)(74). En la provincia de Los Rios, por medio de
pruebas moleculares (LAMP), Pldas estimé un 56,07% de prevalencia de tuberculosis
bovina en el canton Buena Fe, lo cual es un valor bastante alto si lo comparamos con este
estudio. Otro porcentaje alto de TBB es el de la provincia de Loja, que publicé Roa en el

afio 2015, determinando un 43,13% en el canton Loja aplicando la prueba molecular PCR.

A nivel provincial (EI Oro), Ramos en 2017 aplicando analisis ante mortem, mediante la
prueba de tuberculina en bovinos de la parte baja de la provincia, estimoé un 0% de

prevalencia de TBB, lo que quiere decir que debido a que en mataderos se faenan también
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animales de la parte alta, podrian estos presentar el agente etioldégico en mayor proporcién

que los de la parte baja.

De acuerdo con la presente investigacion, en el Canton Santa Rosa el porcentaje de
tuberculosis bovina ha aumentado con relacion a estudios anteriores. Lojan en 1982
estimé un 0.27% de prevalencia, analizando 1465 bovinos de produccion de carne
aplicando la tuberculinizacion, de los cuales 4 de ellos fueron reactores positivos. En
cuanto a determinacion de TBB en el matadero del canton, en el afio 2002, Jaramillo
efectud su investigacion en 1047 animales faenados y determin6 un 0% de prevalencia de

la enfermedad.

3.4. Variables

3.4.1. Variable Raza

La tabla 9 indica que, el 100% (25/25) de bovinos con alteraciones en linfonodos fueron
de raza mestiza. El 2,5 % de los animales de esta raza fueron positivos a micobacterias

atipicas y el 0 % fue positivo a Mycobacterium bovis.

Tabla 9. Prevalencia de tuberculosis bovina de acuerdo a la raza

RAZA DE BOVINOS

Resultados
) Positivos a Positivos a
Raza Frecuencia % ) )
Mycobacterium | Mycobacterium
spp. bovis
Mestiza 157 100 2,5% 0%
Total 157 100 25 % 0%

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

Lomillos & Gomez (2015) indican que la raza de lidia presenta una prevalencia hasta 20

veces mayor en comparacion con razas bovinas lecheras. Por otro lado, estudios
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realizados en Ecuador, por Paccha en 2012, sefialan que la raza Holstein Friesian es la

mas susceptible a la TBB, seguida de la Holstein mestiza.

3.4.2. Variable Edad

De 25 animales con alteraciones ganglionares compatibles con tuberculosis, el 20%

(5/25) representa animales entre 3-4 afios, de ellos un 1,3% fueron positivos a

Mycobacterium atipicas y un 0% a M. bovis; el 56% (14/25) tenian de 5-6 afios y un 0,6%

de estos fueron positivos a Mycobacterium atipicas y un 0% a M. bovis; el 20% (5/25)

fueron de edad entre 7-8 afios en donde un 0,6% de éstos fueron positivos a

Mycobacterium atipicas y un 0% a M. bovis. Por Gltimo, el 4% de las muestras de los

animales con lesiones ganglionares (1/25) fue de animales con edades de entre 9-10 afios,

y se determinG que un 0% de éstos fueron positivos a Mycobacterium spp. Esto se ve

reflejado en la tabla 10.

Tabla 10. Prevalencia de tuberculosis bovina de acuerdo a la edad

RANGO ETARIO

Resultados
Erecuencia % Positivos a Positivos a
Mycobacterium | Mycobacterium
spp. bovis
3-4 afios 5 20 13% 0%
5-6 afios 14 56 0,6 % 0%
7-8 afios 5 20 0,6 % 0%
9-10 afios 1 4 0% 0%
TOTAL 25 100 2,5% 0%

Cushicéndor (2014) segun los resultados de su investigacion en el camal del cantén Mejia

provincia de Pichincha, establecié que la edad de los animales no esta asociada a una

mayor probabilidad de presentar lesiones macroscopicas compatibles con TBB. No
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obstante, Quinatoa & Chicaiza en el afio 2013 en 3 provincias de Cotopaxi, Carchi e
Imbabura indicaron que la edad aumenta el riesgo de la enfermedad en animales adultos
debido a que tienen mayor tiempo de exposicion al Mycobacterium bovis en el medio

ambiente.

3.4.3. Variable Sexo

De los animales evaluados en el camal de Santa Rosa de la provincia de EI Oro, en funcion
del sexo del animal, se establecio que, del total de 25 muestras con lesiones
macroscopicas, 16 fueron de hembras con el 64% y el 36% (9/25) corresponde a machos.
Como resultados a la prevalencia de TBB tenemos un 0% en ambos sexos, pero se logro
determinar un 1,9% de animales del sexo hembra y un 0,6% de animales de sexo macho

positivos a Mycobacterium atipicas. Esto se puede observar en la tabla 11.

Tabla 11. Prevalencia de tuberculosis bovina con respecto al sexo

SEXO
Resultados
Frecuencia % Positivos a Positivos a
Mycobacterium | Mycobacterium

spp. bovis

Hembra 16 64 19% 0%
Macho 9 36 0,6 % 0%
TOTAL 25 100 2,5 % 0%

Ramos (2017) sefiala que en la parte baja de la provincia realiz6 estudios para conocer la
prevalencia de tuberculosis bovina, en la cual muestred a una poblacion con el 91% de
hembras y un 9% de machos, porcentaje relativamente bajo de animales machos debido
a que en granjas se maneja mas a las hembras. Cruz y Pozo (2019) realizaron estudios en
el camal Daule, y manifiestan que no encontraron asociacién estadistica significativa

entre la presencia de M. bovis y la variable sexo. A su vez, Cushicondor (2014) sefiala
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que, segun los resultados de su investigacion en el camal de Mejia, Pichincha no logro
determinar que el sexo estuviera asociado a una mayor probabilidad de presentar lesiones

macroscépicas compatibles con TBB.

3.4.4. Variable Procedencia

En el grafico 5 se puede podemos observar los datos de frecuencia y lugar de procedencia
de los animales muestreados que presentaron alteraciones ganglionares compatibles con
tuberculosis bovina. Con respecto a la tabla 11, es importante mencionar que un 24%
(6/25) de animales sospechosos a tuberculosis bovina provinieron de Santa Rosa, un 16%
(4/25) de Arenillas, 8% (2/25) de Pasaje, un 16% (4/25) de Torata; de Las Lajas era un
12% (3/25), un 4% (1/25) de Paccha, de Zaruma un 8% (2/25), de La Chilca un 4% (1/25),
de Jumén el 4% (1/25) y un 4% (1/25) de EI Amor.

Frecuencia

1
° Santa Arenillas Pasaje Torata Las Paccha Zaruma La Jumon  El Amor
Rosa Lajas Chilca

Procedencia

Grafico 1. Datos de frecuencia del lugar de procedencia de bovinos que presentaron
ganglios con lesiones compatibles a tuberculosis bovina
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Tabla 12. Prevalencia de tuberculosis bovina segun el lugar de procedencia

LUGAR DE PROCEDENCIA
Resultados
Frecuencia % Positivos a Positivos a
Mycobacterium | Mycobacterium
spp. bovis
Santa Rosa 6 24 0% 0%
Arenillas 4 16 0,6 % 0%
Pasaje 2 8 0% 0%
Torata 4 16 0,6 % 0%
Las Lajas 3 12 0,6 % 0%
Paccha 1 4 0% 0%
Zaruma 2 8 0,6 % 0%
La Chilca 1 4 0% 0%
Jumon 1 4 0% 0%
El Amor 1 4 0% 0%
TOTAL 25 100 2,5% 0%

Estudios realizados anteriormente en el Ecuador sefialan que no existe relacion estadistica
significativa entre el lugar de procedencia de los animales y la presencia de tuberculosis
bovina, esto lo sefiala Cushicondor (2014). Ramos (2017) manifiesta que varias
investigaciones indican que en ciertas regiones el indice de prevalencia seria mas alto que
en otras, puesto que en algunas zonas la explotacién animal es mas intensiva y por ende
al aumentar la concentracién animal se favorece el contagio del bacilo y con ello aumenta
su incidencia y prevalencia. Sin embargo, Lomillos & Gomez (2015) nos dicen que,
debido a la inexistencia de interactividad del ganado perteneciente a explotaciones
bovinas intensivas con animales silvestres, los brotes de TBB han sido controlados de

manera rapida en este tipo de explotacion ganadera.
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4. CONCLUSIONES

La prevalencia de tuberculosis bovina en el centro de faenamiento del cantén
Santa Rosa de la provincia de EI Oro fue del 0%, porcentaje obtenido al realizar
el analisis molecular PCR-LAMP. Sin Embargo, existio un 2,5% de animales con

Micobacterias atipicas.

De los 157 bovinos evaluados mediante analisis macroscopico post mortem, se
encontraron 25 animales que presentaban linfonodos con lesiones compatibles

con TBB, lo que representa un 15,9%.

Al realizar el cultivo bacteriolégico en medios de cultivo Ogawa Kudoh y
Stonebrink se identific6 mediante baciloscopia, un 28% de animales positivos a
BAAR (7/25), lo que significa que las alteraciones ganglionares que presentaban

eran provocadas por bacilos acido-alcohol resistentes.

Al aplicar el analisis molecular PCR-LAMP a las colonias aisladas de los medios
de cultivo, se determina una prevalencia de M. bovis de 0%.

Los resultados del andlisis de las variables son los siguientes: en cuanto a la raza,
todos los animales faenados fueron mestizos (100%). En la variable sexo se
concluye que en 1,9% de animales hembras y en 0,6% de machos se encontrd
Micobacterias atipicas. Por otro lado, respecto a la edad, los animales
pertenecientes al rango de edad de entre 3-4 afios fueron los mas afectados por
estas micobacterias atipicas (1,3%), ademas un 0,6 % de animales de entre 5-6
afios y un 0,6% de animales de entre 7-8 afios presentaron los agentes infecciosos
mencionados. Con respecto al lugar de procedencia, 1 animal procedente de
Arenillas, 1 animal procedente de Torata, 1 de Las Lajas y 1 de Zaruma, fueron

positivos a Mycobacterium atipicas. Debido a que los resultados obtenidos fueron
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solamente positivos a micobacterias atipicas y no a M. bovis, no se pudo

establecer el indice de tuberculosis bovina segun las variables mencionadas.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de analisis molecular con primers que ayuden a clasificar estas

micobacterias atipicas encontradas debido a que son de importancia zoondtica.

Plantear a nivel nacional un protocolo efectivo de inspeccion macroscopica post
mortem en mataderos, debido a que, en la mayoria de los casos, solamente revisan
tejido hepatico y pulmonar, y olvidan analizar afecciones en ganglios linfaticos y

otros 6rganos y tejidos.

Consumir leche pasteurizada y realizar buenas practicas de manejo, preparacion
y coccién de la carne de animales, para asi evitar el contagio de estos

Mycobacterium spp.

Las autoridades del pais como el Ministerio de Salud Publica y Agrocalidad
deberian trabajar en forma coordinada para establecer planes que permitan
erradicar el contagio de estos tipos de microorganismos como son las

Micobacterias.
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Anexo 1.

Descripcion de bovinos

7. ANEXOS

inspeccionados macroscopicamente que

presentaron lesiones compatibles con TBB a nivel de ganglios linfaticos

FECHA MUENSOTRA RAZA SEXO (i%gts)) PROCEDENCIA
1/11/2019 1 Mestiza HEMBRA 5 ARENILLAS
1/11/2019 2 Mestiza HEMBRA 5 TORATA
1/11/2019 3 Mestiza MACHO 3 SANTA ROSA
1/11/2019 4 Mestiza HEMBRA 7 PASAJE
1/11/2019 5 Mestiza MACHO 5 SANTA ROSA
2/11/2019 6 Mestiza MACHO 7 PASAJE
2/11/2019 7 Mestiza HEMBRA 5 TORATA
2/11/2019 8 Mestiza MACHO 5 SANTA ROSA
9/11/2019 9 Mestiza HEMBRA 5 LAS LAJAS
9/11/2019 10 Mestiza HEMBRA 3 ARENILLAS
9/11/2019 11 Mestiza MACHO 5 ARENILLAS
10/11/2019 12 Mestiza HEMBRA 5 PACCHA
10/11/2019 13 Mestiza HEMBRA 8 ZARUMA
16/11/2019 14 Mestiza HEMBRA 5 LA CHILCA
16/11/2019 15 Mestiza HEMBRA 3 LAS LAJAS
16/11/2019 16 Mestiza MACHO 5 TORATA
17/11/2019 17 Mestiza HEMBRA 6 TORATA
17/11/2019 18 Mestiza HEMBRA 5 LAS LAJAS
17/11/2019 19 Mestiza MACHO 9 JUMON
24/11/2019 20 Mestiza HEMBRA 7 EL AMOR
24/11/2019 21 Mestiza HEMBRA 4 SANTA ROSA
24/11/2019 22 Mestiza HEMBRA 5 ZARUMA
24/11/2019 23 Mestiza MACHO 3 SANTA ROSA
24/11/2019 24 Mestiza HEMBRA 5 SANTA ROSA
24/11/2019 25 Mestiza MACHO 4 ARENILLAS
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Anexo 2. Determinacion de muestras positivas en medios de cultivo Ogawa Kudoh

y Stonebrink por medio de baciloscopia

mulz;tra Sexo (I;:zt:) Procedencia Og:wa Kuioh S';onebrlr;k BAAR

HEMBRA 5 ARENILLAS - - - ] NEGATIVO
2 HEMBRA 5 TORATA - X - ] NEGATIVO
3 MACHO 3 SANTA ROSA - - X - NEGATIVO
4 HEMBRA 7 PASAJE - - - ] NEGATIVO
5 MACHO 5 SANTA ROSA - - - - NEGATIVO
6 MACHO 7 PASAJE - - - - NEGATIVO
7 HEMBRA 5 TORATA - - - - NEGATIVO
8 MACHO 5 SANTA ROSA - X - - NEGATIVO
9 HEMBRA 5 LAS LAJAS - - . X NEGATIVO
10 HEMBRA 3 ARENILLAS v - - - POSITIVO
11 MACHO 5 ARENILLAS X NEGATIVO
12 HEMBRA 5 PACCHA - - - - NEGATIVO
13 HEMBRA 8 ZARUMA X v X X POSITIVO
14 HEMBRA 5 LA CHILCA - - - X NEGATIVO
15 HEMBRA 3 LAS LAJAS v X v X POSITIVO
16 MACHO 5 TORATA X v v X POSITIVO
17 HEMBRA 6 TORATA v - - v POSITIVO
18 HEMBRA 5 LAS LAJAS - - - - NEGATIVO
19 MACHO 9 JUMON - - - - NEGATIVO
20 HEMBRA 7 EL AMOR - - - ] NEGATIVO
21 HEMBRA 4 SANTA ROSA - X - - NEGATIVO
22 HEMBRA 5 ZARUMA v X X - POSITIVO
23 MACHO 3 SANTA ROSA X X X - NEGATIVO
24 HEMBRA 5 SANTA ROSA X X X - NEGATIVO
25 MACHO 4 ARENILLAS X v ; v POSITIVO
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Anexo 3. Ficha de reporte general de canales observadas

FICHA DE REPORTE CAMAL #1
Reporte General de Cansies observadas
Datos Generales
Fecha: o-/u/zw?
Cédiga del estudiante:  AVSAN
Nombre de Camal: Sante [for

Descripcién
Linea de Faenamiento: 1 m 2 D

~fmarcar con un visto la linea de Faenamiento donde se reportan las canales

Canales sin lesiones compatibles: E S E .-:-_:,\' :_-,-_-:

mhshﬂsdelnﬂnmdemmiesslnlmm
Canales con lesiones compatibles: m S :'\"'. : :‘EN’

~remarear 155 iinEas del ilmero de anales con lesiones compatibles

Comentarios y observaciones:
[i(mfuaq
[
W /\71;\'#‘4 L
Flrm‘aj del estudiante K Flrm\aL Tutor
S
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FICHA DE REPORTE CAMAL #1
Reporte General de Canales observadas
Datos Generales
Fecha: oz/u/zdﬂ
Cédiga del estudiante: AV SAN
Nombre de Camak:  Sunh Fos<

Descripcién
Linea de Faenamiento: 1 m 2 D

~marcar con un visto la linea de Faenamiento donde se repoftan las canales
e S .: ;
Canales sin lesiones compatibles: ‘ NS ;_: N

~remarcar las lineas del nimero de canales sin lesiones compatibles
ke T |

Canales con lesiones compatibles: E N : \: : : ; 5

Comentarios y observaciones:

ﬂinwm
J

o el

Firma del estudiante
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FICHA DE REPORTE CAMAL #1
Reporte General de Canales observadas
Datos Generales
Fecha: 1 /11/2217
Cadiga del estudiante: AV SN
Nombre de Camal: . untr [

Descripcién
Linea de Faenamiento: 1 d 2 [:]

~marcar con un visto la linea de Faenamiento donde se reportan las canales —
"~

Canales sin lesiones compatibles: N & & N :,_-_\j

~remarcar las Wneas del ndmero de canales sin lesiones compatibles
Canales con lesiones compatibles: & K \"! f\“-i {{:j g-\.--i

~remarcar las ifneas del nGmero & EaRa1és con lesiones compatibies
Comentarios y observaciones:

Nm?.mq

/}W}L/

Firma del unnd;lm | #lmu “\er
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FICHA DE REPORTE CAMAL #1
Mwamm

Datos Generales

Fecha: 10/11/2917

Cédigo del estudlante: /\‘/SAN
Nombre de Camal: Janta fosw

Descripcién
Linea de Faenamiento: 1 m 2 D

~marcar con un visto la linea de Faenamiento donde se reportan las canales
. Agew Roew &-'
NN

Canales sin lesiones compatibles: S , S, I, T )

~remarcar las lineas del niimero de canales sin lesiones compatibles
Canales con lesiones compatibles: N N~ g’\'Q E’{‘\‘EKE

- -

-remarcar las lincas Gel AGmers G€ ESREIES Eon lesiones compatibies
Comentarios y observaciones:

ﬂ thouna
74

= s o
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FICHA DE REPORTE CAMAL #1
Reporte General de Canales observedas
Datos Generales
Fecha: 16/\\/30/7
Cédiga del estudiante.  AVSAN
Nombre de Camal:  Sunfn fosa

Descripcién
Linea de Faenamiento: 1 m 2 D
~marcar con un visto la linea de Faenamiento donde se reportan las canales

Canales sin lesiones compatibles: & & C

-remarcar las lineas del nimero de canales sin lesiones compatibles
Canales con lesiones compatibles: E :"\“' : -"' :\_\-' :\

~remarcar las lincas del nGmiert 8€ ESANIES Eon lesiones compatibies

Firma del estudiante
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FICHA DE REPORTE CAMAL #1
Reporte General de Canales observadas
Datos Generales
Fecha: I'?/N/Z"”
Cédiga del estudiante: 7V5AN
Nombre de Camal: S.ofx  fosm

Descripcién

Linea de Faenamiento: 1 m 2 D
mmmv&nhl“adcﬁmmd.or_mgmnhsamhﬁ
) '
bt

Canales sin lesiones compatibles: E E E___. N\

~remarcar las lineas del nimero de canales sin lesiones compatibles
L 1] -_-= K--= . ---: 1] ---|

Cmalesoonlslonacompatibla:' SNt R BRI

mbh&ﬁmﬁﬁmdﬁ&m&mﬁmm

Comentarios y observaciones:
_ﬂ[zym

el
Firma del estudiante FlL‘lI de T

N
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FICHA DE REPORTE CAMAL #1
Reporte General de Canates observadas
Datos Generales
Fecha: 2“1/“/{/0)7
Cédiga del estudiante; AVSAN
Nombre de Camal: Oanfa o5

Descripcién
Linea de Faenamiento: 1 m 2 D
~marcar con un visto la linea de Faenamiento donde se reportan las canales
o

Canales sin lesiones compatibles: S - - & ,___ﬁ LN

-remarcar las lineas del ndmero de canales sin lesiones compatibles
Canales con lesiones compatibles: . :"-- :'\"'.: :‘::";.

~remarcar las lneas dél HdMérs G8 Eanales con lesiones compatibies
Comentarios y observaciones:
M"WQ/M
74

= Lo Hoel

\Hm&m

Flthiel estudiante
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Anexo 4. Ficha de reporte de camal por canal con lesién compatible detectada

FICHA DE REPORTE CAMAL #2
Reporte por canal con lesién compatible detectada

Datos Generales

Fecha: 7/)I /22!

Cédigo del estudiante: A/ AN 1O
Nombre de Camal: Sarfa’ fos

Lesiones macroscopicas
o Lesiones de gran tamafio de
D apariencia caseificada y zonas de
o En superficies serosas, se observan
D nédulos firmes de 2-10 cm de
didmetro.
DoSe aprecien nédulos firmes de
aspecto granulomatoso.
o Se encuentran abscesos
generalizados en todo el

respiratoria o digestiva.

o Lesiones caseosas en ganglios retro
faringeos, la via de entrada mucosa
nasal.
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e Ganglios con aumento de tamaflo y
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Anexo 5. Inspeccién macroscopica post mortem de linfonodos

Anexo 6. Maceracion y homogeneizacion de la muestra para su posterior cultivo

microbioldgico
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Anexo 7. Crecimiento bacteriano en medios de cultivo Ogawa Kudoh y Stonebrink
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Anexo 8. Aislamiento e inactivacion de colonias bacterianas
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Anexo 10. Analisis microscépico para evidenciar la presencia de BAAR
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Anexo 11. Imagenes microscépicas que demuestra la presencia de BAAR en

muestras recolectadas en el centro de faecnamiento del cantén Santa Rosa
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Anexo 12. Proceso de Ejecucion PCR-LAMP

Figura 6. ADN Polimerasa
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Figura 8. Electroforesis
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Figura 9. Lectura con luz UV
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