UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TITULO

Implementacién de la prueba de PCR para el
diagnéstico de tuberculosis en tejidos de
bovinos infectados.

POR
MARTHA MARCELA GARZA FRANCO

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OPTAR EL GRADO
155;PE QUIMICO BACTERIOLOGO PARASITOLOGO

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N. L. A
OCTUBRE DEL 2001







(AT

1111111111



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEYO LECH

PACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TITUL O

Implementacién de la prueba de PCR para el
diagnéstico de tuberculosis en tejidos de
bovinos infectados,

POR
MARTHA MARCELA GARZA FRANCO

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OPTAR EL GRADO
DE QUIMICO BACTERIOLOGO PARASITOLOGO

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N. L., A
OCTUBRE DEL 2001



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TITULO

Implementacion de la prueba de PCR para el diagnéstico de
tuberculosis en tejidos de bovinos infectados.

POR

MARTHA MARCELA GARZA FRANCO

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OPTAR EL GRADO DE QUIMICO
BACTERIOLOGO PARASITOLOGO

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N. L. OCTUBRE DE 2001




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Implementacion de la prueba de PCR para el diagnéstico de
tuberculosis en tejidos de bovinos infectados.

COMISION DE EXAM?N _
Dr. Luis J. Galan Wong

PRESIDENTE

Dra. Katiushka Arevalo Niio

SECRETARIO S ‘\—//A}%

Dra. Lilia H. Morales Ramos .

VOCAL <

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N. L. OCTUBRE DEL 2001




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Implementacién de la prueba de PCR para el diagnéstico de
~ tuberculosis en tejidos de bovinos infectados.

COMISION DE APROBACION DE TESIS:

Dr. Alberto Morales Loredo
Director de Tesis

Director de Tesis

MC. Irma O. Martinez Vazquez /}4*"" M/ }//

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N. L. OCTUBRE DEL 2001




iNDICE DE CONTENIDO

Pagina
INDICE DE CONTENIDO ..........ciuimmmmrmrmmenmnsseeseraeees IS —— |
DEDICATORIA .........ooooeeeeeiieereeeaceseieeassrnmss s s sessasbe s e e s e e aaa s ab s s er s ar et s b e e s s e a e Y/
AGRADECIMIENTOS .....cocoiieieieiieeiecceseeceesasastess s srrsesaessnnnssssansnseersiesmnsssssnnsness V
AREA DE TRABAUJO ............coiiniuimmimasissssisssmimessasmsmerssiassassssssasasastssasesessinsass Vi
LISTADE FIGURAS .......ooooiiiiriiicieeereressmsearsssssanenmssnssssasabaas s semsts s ansasanssisnnnes Vil
LISTADE TABLAS .. .....cccoiiiiiiiimirissisrenaessssssamsssssastnrsaserasasssssasass babionnasasssansssssns Vi
ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA ... IX
Capitulo 1.
INTRODUCCON
11 HIDOTESIS: c.uisismsssinipsns sissssamsrsmsncmomisaamessirinsaasomsres samssams ssupassass e 2
1.2, ODJOLIVIOB. .c.ccmecemeecncenrmsnsnessonsnussanessmssisisssnnsssniivsiss va aissu s i nss swsisisinsnus 2
Capitulo 2.
ANTECEDENTES
2.1. Caracteristicas generales del género Mycobacterium
FUDEGICUIOSIS ..o.oeereeneeieeiiteecertrbasessenssassnte e s s se s sammesen e re s senmnr e e e e seas 3
2.2. Modo de transmision de la tuberculosis .......ccccocvereerveeeeeiiicicinns 4
2.3. Patogénesis de la infeccién causada por
Mycobacterium tuberculoSIS ................ccieinineninmanis e, 8
D30, DDEBNICION, 1i.nissssuussnimsisnsns osassssssmsso s sy s s 6
2.3.2. Patogenia..........' .................................................................... 6
2.3.3. Periodo Primario 6 tuberculosis primaria ...............cccccceeeeeee 6
2.3.4. Periodo posprimario 6 tuberculosis secundaria..................... 8
2, ITRINOPATOGEINA ... oonnsmsnsisioismssis s ihay Yo SR AR R A R 8
3 B Pardidas OCONGOMIGEAS - u-rimsssuomrmmemmsmasssmans samsanommsssnsmessismmmssssssmnss 10
2.6. Importancia de tuberculosis bovina en hombre..............ccoovvecennnnn. 12




2.7. Control y Erradicacion de ia tuberculosis ... 12
2.8. Métodos de diagnéstico de la tuberculosis en animales. ................ 14
281 Diagn6stico ClINICO .......o.o.eene.. e 14
282 Pruebas ofltiales. . ..cconammssmmsmommammarsss crmsrssemmsssas s 16
2.8.3. Métodos MoIeculares .........ccceeovieririmmniiiniiiiniciiniiin s 17
Capitulo 3.
METODOLOGIA
3.1. Material bDiolOGICO ...vvieveieiier e 20
3.2. Seleccién de iniciadores y andlisis con secuencias
reportadas en bancos de genes...........eeeriiiiiiciinnn, 20
3.3. Simulaciones de PCR mediante el programa Amplify
N - T e o OOV 20
3.4. Extraccién de DNA de cepas de referencia .......c.coooeeeevveeeniiiiiiennnn, 20
3.5. Extraccidon de DNA a partir de tejido embebido en
ParafiNa.........coovvecrrereeieerc e T r———— 21
3.5.1. Método de extracto Crudo ......ccooiviviireeiiiinineinini e, 21
3.5.2. Meétodo Fenol-Cloroformo ...........ccooveceiircrviiiiniiinniiinie. 21
3.6. Reacciones de PR ... ..ot n s aanens 22
3.7. Electroforesis en geles de agarosa...........cocovveeeemicrenninnicniminnnanns 23
Capitulo 4.
RESULTADOS

4.1. Seleccién de iniciadores y analisis con secuencias

reportadas en bancos de genes. ... 24
4.2 Simulacidnde PCR........ccocoi e 25 -
4.3. Obtencion de DNA de cepaytejido..........ccovvvviiiiviniininicnniciniincnen, 26
44, ReaccioN de PCR............cooii e e 27




Pagina

Capitulo 5.
CONCLUSIONES .o s e ee s s et ses s sasssaesnst et treeebsr s e s s srs b ebes s 33
LITERATURA CITADA ..cooooeeeeeeeeeeieae e eneennesnennes e 34




DEDICATORIA

A Tl SENOR. GRACIAS.

A MIS PADRES SR. REYNALDO GARZA Y SRA. MARTHA FRANCO LES
AGRADEZCO EL ESFUERZO Y APOYO QUE ME BRINDARON PARA
OBTENER UNA CARRERA PROFESIONAL. LOS QUIERO.

A MIS HERMANOS POR SU COMPANIA.
REYNALDO

IDIRA
JORGE, SU ESPOSA LULY Y A LA PEQUENA SOFL.

A GUILLERMO CON CARINO.

A TODA M FAMILIA, TiOS, TiAS, PRIMOS, PRIMAS ETC. POR SU
HOSPITALIDAD Y AMISTAD. GRACIAS




AGRADECIMIENTOS

A la M.C. Irma Olivia Martinez Vazquez por haberme brindado el apoyo y la
oportunidad de realizar este proyecto. Por su paciencia y compartir siempre sus

conocimientos. Gracias.

A el Dr. Alberto Morales Loredo le agradezco mucho la asesoria, ayuda y tiempo

dedicado a este trabajo.

A el Ing. José G. Muraira Gutiérrez le agradezco el apoyo brindado asi como la
oportunidad de haber formado parte del Laboratorio del CFPPNL.

A el Dr. Luis J. Galan Wong a quien admiro por ser una persona de constante

trabajo y éxitos. Gracias por su apoyo.

A la Dra. Lilia H. Morales Ramos, Dra. Katiushka Arévalo Nifio y Dr. Hugo A.
Luna Olvera por formar parte de la comisién de comite.

A mis amigos de laboratorio Janet Burguete, Nelly Gonzalez, Laura Hernandez,
Itza Luna, Victor Bermidez y Moisés Franco. Les agradezco la amistad y el

apoyo.

Se agradece el financiamiento recibido por parte de la Fundaciéon Produce
Nuevo Leén, A.C. y SIREYES-CONACyYT. Ademas al INIFAP y CFPPNL por las

facilidades otorgadas en la realizacion de |a tesis.

A MiS COMPANEROS Y AMIGOS DEL COMITE LES AGRADEZCO LA AYUDA
BRINDADA.



AREA DE TRABAJO

ESTA INVESTIGACION FUE REALIZADA EN EL LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR DEL COMITE PARA EL FOMENTO Y PROTECCION PECUARIA
DEL ESTADO DE NUEVO LEON. (CFPPNL) UBICADO EN LOS TERRENOS DE
LA EXPOSICION GANADERA EN CIUDAD GUADALUPE NUEVO LEON




Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

LISTA DE FIGURAS

Pagina
Simulacién de PCR mediante el programa Amplify 1.2................... 24
Simulacion del PCR mediante el programa Amplify 1.2........cc...... 25
Amplificaciones de cepas de Mycobacterium bovis
Y L S o m—— 26
Electroforesis de productos de PCRs con iniciadores de
Miller y cols., en gel de poliacrilamida al 12 %. ...cccocciiiiieiiiiinniniines 28

. Electroforesis de productos de PCRs con iniciadores de

Wilson y cols., engelde agarosa al 1.5 %. ..o, 29




Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

LISTA DE TABLAS

Pagina

Resultados (%) de las pruebas utilizadas para diagnostico de

tuberculosis (B0 muestras) ... 30
Sensibilidad (%) del PCR con respecto a histopatologia y
AISIAMIENIONZ Y6 wissscinsonminissmesimmssmmemssemroan maans IV TR Vo soar s ey 32

Resultados (%) de aislamiento y PCR de las muestras
sugestivas en histopatologia ... 32




cm
cols.,
DNA
dNTPs
et al.,
g
GIBCO
h
INDRE
M

m

mA

mg

min
mi
mM

ng

NL

°®C

pb
PCR
pH
pmol
rem
SAGAR
SDS
seg
SEVAG-
sp.
spp.
Tag
TB 294
TB 850
TB 670
T8 505
TBE Buffer
TE Buffer
U
UANL
A

Vol

1]

%

LISTA DE ABREVIATURA

Centimetros

Y colaboradores

Acido desoxirribonucieico.
Desoxinuciedsidos trifosfatados

Y colaboradores

Gramos.

Grand Island Biological Company
Horas

Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemiologicos.
Concentracién molar

Marcador de peso molecular
Miliamperios

Miligramos

Minutos

Mililitro

Concentracion milimolar

Nanogramos

Nuevo Ledn

Grados celsius

Pares de bases

Reaccién en cadena de la polimerasa.
Potencial hidrégeno

Picomoles

Revoluciones por minuto

Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural
Dodecil sulfato de sodio.

Segundos

Mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 viv.
Especie

Especies

Enzima que polimerisa DNA proviene de Thermus aquaticus
iniciador Externo

Iniciador Externo

Iniciador Interno

Iniciador Interno

Buffer tris-boratos-EDTA

Buffer tris-EDTA

Unidades de actividad enzimatica
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
Voltios

Volumen

Microlitros.

Por ciento (medida de cantidad)




Martha M. Garza Franco/1

Capitulo 1.

1. INTRODUCCION

La tuberculosis bovina es una enfermedad de importancia en México en donde
el agente causal mas comun en el ganado es Mycobacterium bovis. Esta
enfermedad es producida por bacterias incluidas en el complejo Mycobacterium
tuberculosis, el cual esta formado por M. tuberculosis, M. africanum, M. microti
y M. bovis. Aunque el hombre es el huésped natural de M. tuberculosis y los
bovinos de M. bovis, cuando éste Ultimo se transmite accidentaimente al
hombre es tan patégeno como M. tuberculosis, por lo cual la tuberculosis es

considerada una zoonosis.

En los animales la tuberculosis provoca pérdida crénica de peso, fiebres
fluctuantes y disminucion en la produccion de leche hasta en un 17%. Esta es
una enfermedad crénica infecciosa que se caracteriza por la formacion de
pequefios nodulos no vasculares (tubérculos) en distintos 6rganos del animal.
Se encuentra con mayor frecuencia en los pulmones, pleura, higado, bazo,

peritoneo y ganglios linfaticos regionales.

La enfermedad afecta a los animales en diferentes zonas del pais, por lo
tanto, se restringe la movilizacion (traslado de animales, productos o
subproductos de un animal de un lugar a otro), la comercializacion y/o
exportacion de bovinos que no tengan por lo menos una prueba oficial vigente
negativa a tuberculosis. Por lo anterior se han implementado campafas
nacionales que ayudan al control y erradicacién de esta zoonosis, como lo
indica la Norma Oficial Mexicana (NOM-031-ZOO).

Para diagndstico de la tuberculosis en bovinos, se utiliza la tuberculina
como prueba oficial, la cual tiene una sensibilidad del 72% y puede dar faisos
positivos debido a reacciones antigénicas cruzadas con otras micobacterias. El

aislamiento del agente etioldgico es una prueba confirmatoria, pero éste es un
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proceso largo, pues se trata de un microorganismo que crece lentamente y
puede requerir semanas ¢ meses para que sus colonias sean notorias. Debido
a las limitaciones que presentan los métodos de diagnéstico para tuberculosis
actualmente utilizados, existe la necesidad de incorporar nuevos métodos que
permitan mejorar la sensibilidad, especificidad y rapidez del diagnéstico. Una
alternativa es el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
mediante la cual se puede detectar de manera especifica en sélo unas horas el
DNA del organismo a identificar. De esta manera se obtendra un diagnédstico
especifico y temprano, el cual permitira iniciar acciones fundamentales en los

programas de prevencién y control de esta enfermedad.

Por todo lo anteriormente descrito se planted la siguiente hipétesis y
objetivos.

1.1. HIPOTESIS
La prueba de PCR permitira detectar organismos del complejo Mycobacterium

fuberculosis en muestras de ftejidos infectados, con mayor rapidez y

sensibilidad que las pruebas oficiales actuales.

1.2. OBJETIVOS

1. Estandarizar la técnica de PCR para la deteccién de especies del complejo
Mycobacterium tuberculosis en muestras de tejidos infectados embebidos en
parafina.

2. Comparar la sensibilidad de la prueba de PCR con respecto a la

histopatologia y el aislamiento microbiologico establecidos en la Norma Oficial
Mexicana.
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Capitulo 2.

2. ANTECEDENTES

2.1. Caracteﬁsﬁcas generales del género Mycobacterium

M. tuberculoisis y M. bovis pertenecen al orden de los Actinomicetales, familia
Mycobacteriaceae. Actualmente se considera a M. tuberculosis como un
complejo que incluye las especies M. bovis, M. tuberculosis, M. microtiy M.

africanum, causantes de tuberculosis.

El complejo M. tuberculosis esta conformado por micobacterias no
fotocromégenas de crecimiento lento. Estos organismos causan una
enfermedad similar caracterizada por la formacion de granulomas. M
tuberculosis afecta al hombre y tiene una distribucién mundial, en cambio M.
bovis causa tuberculosis en el ganado, primates, gatos, cerdos y cotorros; en
humanos causa un padecimiento que es indistinguible del que ocasiona M.
tuberculosis. M africanum causa tuberculosis en bovinos y humanos en gran
parte del continente Africano (1, 2). M microti, produce una tuberculosis
generalizada en aves de rapifia y lesiones localizadas en cobayos, conejos y
becerros. La diferenciacion de estos microorganismos se basa en algunas-
pruebas fisiologicas y pruebas bioquimicas (3).

En la actualidad se conocen mas de 50 especies micobacterias
“atipicas” para lo cual en 1959 Runyon sugirid una clasificacion en cuatro
grupos basada en la velocidad de su desarrollo y pigmentacién. Dentro de
estos cuatro grupos no se incluyen las especies tipicas y las no cultivables: M.
tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. leprae, M. lepraemurium, M. microti y M.

paratuberculosis (4, 5).

Los bacilos son acido-resistentes, no formadores de esporas y sin
capsula. Con la tincion de Ziehl-Neelsen los bacilos aparecen como bastones

de color rojo brillante contra un fondo azul. Poseen una gruesa pared celular de
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naturaleza lipidica, compuesta de peptidoglicanos, glicolipidos y acido micélico.
La propiedad hidrofdbica de la pared, le otorga permeabilidad restringida, gran
resistencia a agentes antibioticos, a muchos desinfectantes y también a
colorantes de iaboratorios como los de Gram y Giemsa. Una vez tefiidos, los
bacilos se muestran resistentes a la decoloracion con soluciones acidas, de ahi
el nombre o calificativo de acido-resistentes (4, 5). En una coloracién de Gram,
las micobacterias pueden ser confundidos con actinomicetes aerobios o
corinebacterias ya que posee una pared celular lipidica. Puesto que la pared
celular micobacteriana es compleja y estos microorganismos son delicados, la

mayoria de las micobacterias crecen con lentitud y se dividen de 12 a 24 h (B8).

Hace mas de 100 afios, Robert Koch describié con brillante precision la
etiologia de la tuberculosis, asi como la metodologia basica para el aislamiento
del bacilo tuberculoso, sin embargo en nuestro pais esta enfermedad es
todavia un grave problema de salud publica veterinaria, por lo que es necesario

insistir en el reforzamiento de los conocimientos que son indispensables para
su control y eventual erradicacién (7, 8).

2.2. Modo de transmision de la tuberculosis.

La tuberculosis parece no afectar poblaciones de animales salvajes, mientras
no existan contactos con el ganado bovino o con el hombre. La transmisién del
bacilo entre los bovinos se hace fundamentalmente por via respiratoria, al igual
que en el hombre. La prueba de ello es que la mayor parte de las lesiones

observables en ganado bovino en mataderos, se hallan en ganglios del tracto
respiratorio y en el parénquima pulmonar (9, 10).

La via aerdgena es la principal via de contagio del 80 al 90% de los
casos es por medio de secreciones nasofaringeas. Al mugir el bovino elimina
microgotas con aproximadamente 100 a 200 bacilos, al estornudar o toser
produce pequefias microgotas. La via digestiva es la segunda via de contagio

entre 10 y 20% de los casos, ya sea al mamar el ternero de una vaca
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tuberculosa, del suelo, pasto o0 aguas contaminadas con el bacilo por heces u
orines infectados. Existen otras vias de transmision de menor importancia que
la respiratoria y digestiva, que hay que tener en cuenta, como la via genital en
la cual los toros se enferman por contacto sexual con vacas con metritis
tuberculosa. La transmisibn mas importante se produce por medio de la
inseminacién artificial al utilizar semen de toros infectados. También por

heridas por introduccién del bacilo en lesiones de piel con material infectado.

Los animales jévenes son mas propensos a adquirir la infeccion y las
hembras por factores estresantes como la prefiez avanzada, paricidén y alta
produccién lechera. Cuando se intensifica la produccién ganadera, aumenta la
densidad de la poblacion en los establecimientos, por consiguiente la
tuberculosis se expande con mayor rapidez. Esto ocurre especialmente en el
ganado lechero, donde el riesgo de infectarse y enfermarse se aumenta con la
vida atil y con el estrés productivo. Por lo tanto, en ausencia de medidas de
control sanitario, 0 cuando éstas son inadecuadas, |la mayor incidencia de
tuberculosis se encuentra en el ganado lechero. Ademas, la concentracién en

areas tales como fuentes de agua, transportes, ferias y mercados

(comercializacion intensiva), aumentan la probabilidad de transmisién
respiratoria de la tuberculosis en todo el ganado (11, 12).

Vale decir, que el avance de la industria ganadera, si no va unida a
medidas sanitarias, puede tener resultados explosivos. La infeccién
tuberculosa, que en condiciones de ganaderia extensiva, se mantiene
aparentemente estable (avanzando lentamente) durante décadas, adquiere una
nueva dinamica al industrializarse la produccién. Se impone entonces la
necesidad de implementar un programa de control y erradicacién de la

tuberculosis, con las estrategias que ya han probado su eficacia en los paises
mas desarroliados (11).
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2.3. Patogénesis de la infeccion causada por M. tuberculosis

2.3.1. Definicion
Es una enfermedad de transmision directa e indirecta, febril, de curso

tipicamente crénico, que afecta a todos los animales, incluido el hombre. Es
producida principalmente por M. tuberculosis, ,M' bovis y el complejo M. avium
(constituido por las especies M. avium, M. intracelulare y M. scrofulaceum). Se
caracteriza anatomopatolégicamente por un granuloma especifico con

tendencia a la caseificacion (13-195).

2.3.2. Patogenia

Se trata de una enfermedad ciclica, que cumple su proceso evolutivo en
distintos periodos, caracterizados por sintomas y lesiones propios para cada
uno de ellos. La evolucion de los mismo, esta condicionada a diversos factores
ligados al huésped (estado inmunitario, edad, nutricion, genética, etc.), al

bacilo (nimero, viruiencia, etc.) y al medio ambiente (15, 16).

2.3.3. Periodo primario o tuberculosis primaria
El primer contacto del bacilo tuberculoso con un organismo virgen, origina una
lesion inflamatoria inespecifica llamada "chancro de inoculacién”. Su
localizacién dependera de la puerta de entrada (generalmente respiratoria o
digestiva). Los bacilos son transportados dentro de los macréfagos o Iif)res por
via linfatica a los nédulos linfaticos regionales, ocasionandoles una lesion del
mismo tipo que la inicial (adenitis o linfagitis satélite). La asociaci6n entre la
lesion inicial en la puerta de entrada y el nédulo regional constituyen lo que se
denomina "complejo primario”. Este puede ser incompleto o disociado, cuando
uno de los elementos estd ausente o pasa desapercibido a la simple
observacién (15, 17).

El complejo primario puede evolucionar de diversas formas, una de ellas

puede ser hacia la cura; esto sucede generalmente en el hombre, pudiendo
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dejar o no cicatriz y es cuando se dice que hay cura bacteriolégica. Otra es la
estabilizacion (foco latente), en donde el proceso evolutivo puede detenerse y
permanecer asi durante meses, afos e incluso durante toda la vida del
individuo. Aqui no hay cura bacterioldégica, ya que hay bacilos viruientos
enquistados en las lesiones. Es necesario recordar que por diferentes
circunstancias, puede producirse una reactivacion de este proceso latente y

evolucionar entonces hacia el periodo secundario o posprimario.

Se puede presentar también-la generalizacién precoz inmediata, que es
la forma resultante de la diseminacidn bacilar por via linfatica o hematica a todo
el organismo, produciendo lesiones tuberculosas en diversos organos, siendo
la lesiéon en los nédulos linfaticos una constante. A su vez, este periodo de
generalizacion precoz inmediata, segln diversos faétores (estado de

resistencia, especie, etc.) puede manifestarse de dos maneras:

a) Generalizacién precoz aguda: se presenta cuando la resistencia es
baja, la diseminacion del bacilo se hace asi simultineamente en diversos
6rganos dando lugar a lesiones uniformes (coﬁ el mismo estado evolutivo). Son
tipicas las Ieéiones de tuberculosis miliar aguda (pequenios tubérculos, grises o
amariilos similares a los granos de mijo). Se presentan en forma mas comun en
puimén, o en oftros 6rganos. También puede haber lesiones exudativas

(neumonia, meningitis), con desenlace fatal. Esta es la forma mas comuin en
carnivoros, aves y equinos.

b) Generatizacidon precoz moderada. o lenta: se manifiesta cuando hay
resistencia parcial, la diseminacion linfohematica es de pocos bacilos y se
realiza en forma de sucesivas oleadas, dando origen a lesiones polimérficas en
diversos érganos (nodulares, caseocalcareas, fibrosas, exudativas, etc.). Son
tipicas la “tuberculosis nodular®, la “tuberculosis perlada” (lesiones nacaradas,

nodulares, pedunculadas, del tamafio de lentejas o garbanzos en pleura
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parietal o visceral). Esta forma puede estabilizarse o evolucionar hacia un

periodo secundario o posprimario (en bovinos y cerdos) (2, 14, 15, 18).

2.3.4. Periodo posprimario o tuberculosis secundaria

Este periodo representa la evolucién de formas estabilizadas del periodo
primario. Se observa generalmente en bovinos y cerdos. La diseminacion del
bacilo es por via canalicular (bronquios y bronquiolos en pulmén, tabulos
renales en rifibn, conductos galacioforos en glandula mamaria, etc.). Las
lesiones asientan en un sdélo 6rgano (aquel lesionado en el periodo primario),
razon por la cual se denomina “tuberculosis crénica de 6érgano”. Son

caracteristicas las lesiones caseosas o las reblandecidas, con formacibn de
ulceras y nédulos.

En el hombre se producen también cavernas en este periodo. Los
nodulos satélite no estan comprometidos. Esta forma puede estabilizarse, sin
compromiso inmediato de la vida del sujeto. Pero como consecuencia de la
pérdida total de la resistencia (estrés, nutricidn, lactancia, enfermedad, etc.)
puede evolucionar hacia una generalizacién aguda tardia, diseminandose el -
bacilo por via linfohematica, con compromiso de los nddulos regionaies. Son
caracteristicas la “tuberculosis miliar tardia” y la “tuberculosis acinosa

galopante”, con la consecuente muerte del animal (14, 15, 19, 20).

2.4. Inmunopatogenia

La llegada de los bacilos tuberculosos por inhalacion a los alvéolos pulmonares
producen una reacciéon inflamatoria inespecifica. Los macréfagos alveolares
fagocitan y destruyen a la mayor parte de los bacilos, transportandolos
eventualmente a los nddulos regionales. Los microorganismos que sobreviven,
se multiplican intracelularmente en forma logaritmica en macrofagos reclutados
del torrente sanguineo y los destruyen. Liberados nuevamente, atraen por

mecanismos quimiotacticos a monocitos y macréfagos, formandose un
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“tubérculo primario” inicial. Entre la segunda y tercer semana, el tubércuio
presenta un pequefio centro caseoso necroético (formado por la destruccidon de
los macrofagos cargados de bacilos), con acumulacion de macréfagos

parcialmente activos. A partir de la tercer semana empiezan a ponerse en
marcha los mecanismos de inmunidad mediada por
hipersensibilidad retardada (15, 16, 21).

células y de

En los nédulos linfaticos, los macréfagos infectados hacen la
presentacién de los antigenos que tienen las micobacterias a los linfocitos T.
Estos linfocitos tienen receptores en sus membranas, algunos de los cuales
pueden corresponderse con la configuracion molecular de algun antigeno del
bacilo. Cuando esto ocurre, el linfocito T se activa y libera una serie de
mediadores y linfoquinas (entre ellas la interleucina 2) que atraen, sensibilizan
y activan a numerosos linfocitos T, los que ahora seran reconocedores
especificos del mismo antigeno. Todos ellos liberan una serie de sustancias de
actividad biolégica que ejercen una accioén sobre los macréfagos, activandolos,

aglutinandoios y transformandolos en potentes agentes contra los bacilos
tubercuiosos.

Estos macrofagos activados, disponen de una maquinaria de sintesis
que les permite producir enzimas proteoliticas capaces de pro{rocar' la
destruccion intracelular de los bacilos. Por lo tanto, los macréfagos son por una
parte inductores de la respuesta inmune, al presentar los antigenos a los
linfocitos T y efectores de la inmunidad retardada al ser activados por las

linfoquinas liberadas por esos mismos linfocitos T (14, 15, 22).

Puede suceder que los bacilos dentro de los macréfagos sean
demasiado numerosos como para ser destruidos por el proceso de inmunidad
celular, o éste demore, o sea frenado por los factores supresores de la

inmunidad. Entonces el proceso de hipersensibilidad puede irrumpir el
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crecimiento logaritmico de los microorganismos, al destruir los macroéfagos
cargados de bacilos. Esto da lugar al centro caseoso del tubérculo, que
aumenta de tamarfo produciendo la consecuente destruccion tisular., Este
centro caseoso sélido, carece de oxigeno, su pH es acido y no es apto para la

multiplicacion de los bacilos. En este tejido, algunos bacilos se destruyen y
otros permanecen con vida latente durante afos (15, 17, 23).

Afortunadamente, el cociente entre inmunidad celular (macréfagos
activados) e hipersensibilidad retardada (necrosis caseosa) es superior en
animales resistentes que en aquellos estresados, con aiguna enfermedad
recurrente, mala nutricion o edad extrema. Sin embargo, en ciertas ocasiones
la hipersensibilidad retardada se asocia a la licuefaccién del foco caseoso
(pudiendo también estar implicada 1a inmunidad celular), mediante el cual el
organismo intenta desembarazarse de tejidos muertos liberando enzimas
protéoliticas que licuan es el foco caseoso. En este material liquido, los bacilos
vuelven a encontrar un ambiente favorable y se multiplican activamente por
primera vez a nivel extracelular. La elevada dosis resultante de antigenos
bacilares, da lugar a una intensa destruccién tisular secundaria a la
hipersensibilidad retardada. Se producen erosiones, que en el caso de la via
de entrada respiratoria, aparecen en los bronquiolos adyacentes, seguidas por
la formacién de cavidades. Se diseminan asi, a través del arbol bronquial, a

otras zonas pulmonares, o al ambiente exterior, constituyendo una fuente de
infeccion para otros animales (14, 15, 20, 22, 24).

2.5. Pérdidas econ6micas

La tuberculosis bovina (TB) causa pérdidas a la ganaderia debido a la
disminucién de carne y leche y al sacrificio de animales infectados. Ademas de
constituir una barrera para la exportacién de ganado en pie, se considera
tambien una zoonosis ya que Mycobacterium bovis, el microorganismo

causante de esta enfermedad puede infectar al hombre. La prevalencia de
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tuberculosis en la parte norte de México, se ha estimado en 2.1% para el
ganado lechero y en 0.1% para el ganado de carne. En la zona centro y sur de
México, estos valores son mas elevados, en estas regiones se han detectado

establos lecheros con prevalencias mayores de 25% de tuberculosis (25, 26).

De acuerdo a diferentes estudios, la produccién de leche disminuye en
una vaca tuberculosa, en promedio, entre 10 y 18% con respecto al animal
sano. El promedio de 270 dias en la primera lactancia se reduce a la mitad en
la séptima lactancia (131 dias). La esterilidad en vacas tuberculosas aumenta

entre el 5 y 10% y en consécuencia se producen menos terneros (27, 28).

Los animaies con tuberculosis ganan menos pesoc a lo largo de su vida 'y
ello puede significar una pérdida del 15% en la tasa de conversidn alimentaria.
Hay mayores costos de reemplazo por afio de produccion, debiéndose

contabilizar las diferencias entre el valor global de un animal productivo y su
precio en carne (27, 28).

Las pérdidas por decomisos en rﬁataderos, debidos a lesiones
macroscopicamente semejantes a tuberculosis, se calculan por el porcentaje de
animales que sufren decomisos parciales y totales. Un estudio realizado en los
Estados Unidos de Norteamérica reportd la identificacién de mycobacterias en
1,300 canales por medio del diagnéstico del laboratorio en lesiones
sospechosas remitidas del ganado inspeccionado al sacrificio. La pérdida de
acuerdo a este reporte ascendid a $ 1,300,000.00 délares durante los 10
ultimos afios. Cuando la sensibilidad diagnostica de la inspeccién veterinaria
es alta, como ocurre generalmente en los paises exportadores de carne y hay

tuberculosis endémica, esos porcentajes pueden alcanzar un 5% global (26-28,
29, 30).
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Las consecuencias sobre el comercio nacional e internacional de
ganado y de sus productos es evidente e importante para los paises
productores-exportadores. Hay un descrédito y las barreras  sanitarias

comerciales son facilmente impuestas (30-33).

2.6. Importancia de la tuberculosis bovina en el hombre

M. bovis es responsable de un porcentaje de los casos de tuberculosis humana
en los paises con infeccién en su ganado, que varia con la aplicacién de
medidas higiénico sanitarias de proteccion, tales como la pasteurizacién de la
leche y el control del trabajador expuesto. No obstante, entre un 2 y 8 % de los
casos humanos de tuberculosis son debidos al bacilo bovino en estos paises
(34).

Se estima que en América Latina y el Caribe se producen unos 340,000
casos nuevos de tuberculosis cada afio, por lo tanto entre 7,000 y hasta
27.000 de ellos podrian ser debidos a M. bovis. Esto ubica a la tuberculosis
bovina entre las zoonosis mas importantes del hemisferio. Es cierto que con los
actuales esquemas de tratamiento, salvo en los casos de multi-resistencia, la
tuberculosis se puede curar, ya sea debida a M. tuberculosis o a M. bovis (32).
Sin embargo, también es cierto que, si no se erradica la tuberculosis bovina,
ésta se mantiene como una fuente constante de infeccion para el hbmbre, aun
cuando las medidas de control de la tuberculosis en salud publica hayan
logrado éxito. El objetivo de eliminacion de la TB en el hombre no es factible, si

no se erradica también la tuberculosis bovina (32).

2.7. Controt y erradicacion de la tuberculosis

Para lograr la acreditacion de un pais como libre de TB bovina, es necesario
que la inmensa mayoria de los productores estén convencidos de la
conveniencia y necesidad de erradicar. Existen normas y guias publicadas por
Organismos Publicos de Salud (OPS), Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y Oficina internacional de Epizotias (OIE), que se basan en la
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experiencia de los paises que han logrado erradicar la tuberculosis bovina y en

los que las ventajas obtenidas por esa erradicacion han sido bien comprobadas
(30, 33, 35, 36).

En México, la Secretaria, de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacién (SAGARPA) tiene como funcidon fomentar la produccion
pecuaria y consecuentemente cuidar la prevencién, conirol y erradicacion de
las plagas y enfermedades que como la tuberculosis afectan a la ganaderia
nacional tanto en su nivel de produccion como en la calidad de sus productos.
Por lo que es necesario maniener un control estricto sobre la tuberculosis
bovina que permita a la ganaderia nacional desarrollarse en mejores
condiciones sanitarias asi como mantener e incrementar la exportaciéon de
ganado bovino en pie hacia otros paises, entre los que se encuentran Estados

Unidos de América. Por lo que se establecié la Norma Oficial Mexicana de la
Campafia Nacional contra la tuberculosis bovina (37).

Se han hecho predicciones basadas en modelos matematicos que
muestran que, con una “transmisién constante” (sin intensificacion de la
produccion) en un pais cuya prevalencia de infeccidn por tuberculosis en el
ganado fuera inicialmente 3%, ésta liegaria a 5% en unos 25 afios. Pero con la
intensificacién del sector lechero, mejora genética, creciente concentracién y
tamafno de los rodeos, se aumentan la susceptibilidad y el riesgo a 30% (10
veces mas que la inicial) en el mismo periodo de 25 afos. Es cierto que las
variaciones climaticas y el peso relativo de la industria lechera en el conjunto
de la produccién, entre otras causas, influyen en el intervalo de variacion de
estos porcentajes (28). En los Estados unidos de América se consideraba, en

los afios 20, que si no se efectuaban intervencicnes de control la prevalencia
se duplicaria cada 30 afos (11).
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Las estrategias con las que se ha logrado el control y la erradicacién de
ta tuberculosis en el ganado se basan en la prueba tuberculina, seguida del
sacrificio de los animales reactores positivos. En una primera etapa esos
animales pueden ser separados, e inclusive organizarse "hatos sanitarios" con
ellos, pero su destino final debe ser el sacrificio. Estas estrategias, cuando la
prevalencia de infeccién de hatos es muy baja (menos de 1%), se reemplazan
eficazmente por el rastreo desde mataderos, hasta los establecimientos de
origen de los animales en los que se detectaron lesiones de tuberculosis. Esto

exige la identificacion de cada animal y una alta calidad en la inspeccién
veterinaria (11, 12, 30, 31, 35).

Una vez localizado el hato de origen del animal o animales tuberculosos,
éste es saneado y se prosigue el rastreo de otros hatos "contactos” a los que
pudo haberse transmitido la infeccion, en ios que se efecthan pruebas de
tuberculina y saneamiento donde se localice infeccion. Otra medida de control
incluye el comprar animales en establecimientos oficiaimente libres de
tuberculosis, separar las crias de las vacas positivas y suministrar calostrado
de vacas negativa, sustituto lacteo o leche en polvo. Controiar la introduccién
de animales al hato mediante la cuarentena (aislamiento) realizando en ella
una prueba de tuberculina, separar en los establecimientos en saneamiento las
distintas categorias de animales, separando las vaquillonas de las vacas

viejas. Evitar el uso comun de bebederos y comederos por animales enfermos y
sanos (28, 33).

2.8. Métodos de diagndstico de la tuberculosis en animales

2.8.1. Diagnéstico clinico

Todo animal que presenta enflaquecimiento progresivo debe despertar siempre
sospecha de padecimiento de tuberculosis. La mayoria de las veces la
tuberculosis bovina tiene un curso crénico y limitado al pulmén. En estos ¢casos

los animales presentan tos cronica, casi nunca fuerte, que suele presentarse
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como uno o dos golpes, en forma apagada, himeda, sin mucha fuerza y cada
tanto expulsan con ella una secrecion mucopurulenta. Suele presentarse fiebre,
hay una disniinucién paulatina de la produccion lactea en periodos avanzados
de la enfermedad (15, 38).

Algunas vacas enfermas de tuberculosis presentan mastitis tuberculosa,
la cual se caracteriza por un endurecimiento y una hinchazoén que al principio
se desarrolla en la parte superior de la ubre, observandose en ciertos casos los
ganglios linfaticos mamarios duros y aumentados de volumen. Esta mastitis
tuberculosa es de gran importancia, no solo por ser fuente de transmision por
medio de la leche al ternero, sino también para el hombre. Cuando los
ganglios linfaticos afectados de tubercutosis comprimen el eséfago, puede

haber timpanismo y alteraciones en la rumia (38).

Tanto en las lesiones tuberculosas pleurales como en las pericardias se
pueden auscultar ruidos de frote. En la tuberculosis de localizacion abdominal
no se producen grandes manifestaciones clinicas y pueden palparse por via
rectal las lesiones tuberculosas cuando asientan en los drganos genitales y en -
el intestino. Cuando la lesion asienta en el higado o en el bazo puede haber un
gran aumento de tamafio de estos drganos. Lo mas facilmente demostrable
clinicamente es el compromiso de los ganglios linfaticos superficiales, que"en
este caso de estar afectados por tuberculosis pueden encontrarse aumentados

en su tamano hasta 20 veces (38).

2.8.2. Pruebas oficiales

Las pruebas oficiales para la deteccion de la tuberculosis bovina en nuestro
pals son aquellas autorizadas por la SAGARPA establecidas en la (NOM-031-
Z00-1995) para la Campafa Nacional contra tuberculosis bovina. Oficio
publicado en e! Diario Oficial de la federacion el 8 de marzo de 1996. Estas

pruebas oficiales son: la prueba de la tuberculina, el estudio histopatolégico y
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el aislamiento microbiolégico por cultivo (37).

La prueba de la tuberculina, incluye la prueba del pliegue caudal y la
prueba cervical comparativa. La prueba caudal se aplica de rutina, quién la
realiza es un medico veterinario capacitado y debe ser caracterizada por él
mismo. Para efectuarla, se limpia la zona del pliegue caudal y se introduce la
aguja en toda su longitud haciendo un anguio de 45° y se aplica 1 mi del
bioldgico intradermicamente, con lo cual aparece un abultamiento en el lugar
de la aplicacidon. Esta prueba se emplea en hatos que estén en contacto con
hatos infectados directa o indirectamente. La lectura se tomara en las
siguientes 72 h. La prueba se considera negativa cuando no se palpa ni se ve
abultamiento alguno en el sitio de la aplicacién. Se toma como positiva cuando
se ve o se toca algun engrosamiento, rubor, calor, ardor, dolor o necrosis. Un

animal que da la prueba positiva se conoce como reactor (37).

Adicionalmente, se hace una prueba cervical comparativa en los
animales reactores 10 dias después de la prueba caudal. Esta se realiza de
forma similar, pero se aplica en el tercio medio 'superior del cuello inoculando 1
ml de Derivado Proteico Purificado bovino (DPP) y 1 m! de DPP aviar en dos

puntos diferentes y la respuesta se mide a las 72 h con ayuda de un cutimetro
para determinar el grosor de la reaccion (37).

El cultivo consiste en sembrar el material sospechoso, previo

sometimiento de éste a un proceso denominado homogenizaciéon suifurica,
consistente en el molido de la muestra con &cido sulfurico al 10 %, acido
oxalico al 5 % o bien por el método de Petroff (hidroxido de sodio al 4 %), para
destruir los gérmenes contaminantes, centrifugar, neutralizar y sembrar el
sedimento en medios especiales de Lowenstein-Jensen, Stonebrink, Dorset,
Dubos, Sauton 6 Middlebrook e incubar a 37 °C por un periodo maximo de 60

dias. Las primeras observaciones deben hacerse a las 48 h, el desarrollo de
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colonias antes de las 48 h es indicio de contaminaciébn secundaria. Las
observaciones posteriores se realizan semanalmente. E| aspecto tipico de las
colonias se verifica de 15 a 30 dias después de la siembra. Se observan
opacas, redondeadas brillantes de color crema y de facil desprendimiento en

medio sélido, formando una pelicula fina que luego se hace rugosa en medio
liquido (15, 37).

El andlisis directo consiste en realizar un extendido con el material
sospechoso para realizar la coloracion de Gram y Zhiehl-Neelsen (Z-N) para
bacterias acido aicohol resistentes. El material para realizar este diagnéstico
debe ser tomado de la parte mas joven del tubérculo o sea de la superficie
interna de la capsula, de este modo podra verse por medio de la coloracion de
Gram, bacilos delgados en pareja o grupos pequeifios Gram (+) de color azul y

con la técnica de Zhiehl-Neeisen se veran bacilos delgados acido alcohol
resistente de color rosado (15, 37).

Existen otras pruebas adicionales para el diagndstico de la tuberculosis
bovina como la prueba de deteccion de interferén gamma (gINF), el cual se-
eleva considerablemente en plasma en caso de una respuesta inmune mediada
por células. Esta prueba se basa en la reaccion del gINF con anticuerpos
monoclonales ‘marcados. También estd la de ELISA en donde se puede

investigar la presencia de antigenos 6 anticuerpos en los animales afectados
(26).

2.8.3. Métodos moleculares

Debido a ios inconvenientes que presentan las técnicas oficiales de
identificacion de las micobacterias, se han disefiado alternativas de
diagnostico, entre los que destacan los meétodos moleculares. Diversos

investigadores han utilizado la PCR para detectar la presencia de

micobacterias en muestras de diferente origen, no sélo del complejo M.
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tuberculosis, sino también otras de importancia médica o veterinaria. Se han

utilizado como blanco para la amplificacion, regiones especificas del

cromosoma de estos microorganismos, entre las que se encuentran las
secuencias de insercidon 1S6110, 1S1081, genes que codifican proteinas como

la MPB70 o MPB65 y se han empleado numerosos métodos para la extraccion
del DNA a partir de diferentes tipos de muestras.

Cousins y cols., en 1991, publicdé una técnica de PCR capaz de detectar
. micobacterias del complejo M. tuberculosis mediante la amplificacion de un
segmento de 372 pares de bases (pb) del gene de la proteina MPB70 y obtuvo
una reaccion positiva con 84 cepas de M. bovis probadas y negativa con cepas

de otras especies de micobacterias y de otros géneros bacterianos(39).

Wiison y cols., en 1993 probaron dos métodos de extraccion de DNA a
paﬁ:ir de muestras de esputo, ademas de probar la especificidad del PCR para
la deteccion del complejo M. tuberculosis a partir de la secuencia de inserciéon
1IS6110. Compararon el método de deteccion con el cultivo y demostraron que

el PCR tiene mayor especificidad, sensibilidad y rapidez que el cultivo y
microscopia de rutina (40).

Wards y cols., en 1995 desarrollaron un PCR aplicable a rr;uestras' de
teiido, amplificando un fragmento de 248 pb de la secuencia de insercion
IS1081 y pudieron detectar hasta 10 organismos a partir de cultivos puros y de
200 a 500 bacterias a partir de tejidos inoculados en el laboratorio. Ellos

enconfraron una buena concordancia con el cultivo en muestras obtenidas de
animales para el diagnostico de tuberculosis(41).

Liebana y cols., en 1995 disefiaron otra técnica de PCR con la cual
detectaron el 71% de fos casos en cultivos positives de hatos afectados y

obtuvieron resultados negativos en animales provenientes de hatos libres los
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cuales fueron también negativos por cultivo. Estos investigadores sugieren

utilizar la PCRl como prueba tamiz complementaria al diagnéstico bacteriolégico
de rutina (42).

Miller y cols., en 1997 reportaron ei uso del PCR para amplificar un
fragmento de 123 pb de la secuencia de insercion 1S6110 que es comun para
el complejo M. fuberculosis en tejidos embebidos en parafina de bovinos y
alces. En este estudio se observaron resultados positivos en 93% de los tejidos
de casos de tuberculosis y negativos en 31 tejidos de animales con granulomas

no tuberculosos o lesiones granuiomatosas producidas por otras micobacterias
como M. paratuberculosis y M. avium (43).

Oftras técnicas moleculares hacen posible ademas la diferenciacion entre
cepas de M. bovis y M. bovis-BCG de otras micobacterias incluyendo M.
tuberculosis y existen numerosos métodos para detectar bacterias del grupo
de M. tuberculosis en cepas y muestras clinicas de humanos, las cuales
podrian ser aplicadas al estudio del padecimiento en animales (44-46).
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Capitulo 3.
3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Material biolégico

Se trabajo con tejidos de bovinos embebidos en parafina y diagnosticados por
histopatologia como negativos, positivos y/o presuntivos. Con diagnosticados
por cultivo como negativos o positivos. Se utilizaron como controles positivos
las cepas de referencia de M. bovis ANS y M. tuberculosis H37rv las cuales

fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia
Epidemiologica (INDRE).

3.2. Seleccidn de iniciadores y analisis de secuencias reportadas en
bancos de genes para el complejo M. Tuberculosis

Se realizd una busqueda de iniciadores reportados para amplificar secuencias
del genoma del complejo Mycobacterium, se reviso en el Banco de Genes del
Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) de la Biblioteca
Nacional de Medicina/lnstituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de

Norteamérica. Se analizaron también las secuencias reportadas para el
complejo Mycobacterium.

3.3. Simulaciones de PCR computacional mediante el programa Amplify
1.2 ”

Se realizaron la simulaciones de PCR con los iniciadores seleccionados y las

secuencias para el complejo M. tuberculosis, utilizando el programa Amplify
1.2

3.4. Extraccion de DNA de cepas de referencia

A partir de crecimientos sobre agar, se realizaron las extracciones de DNA de
cepas correspondientes al complejo M. tuberculosis, usando el método fenol-
cloroformo adecuado por Martinez—Vazquez, 1997 (47), el cual incluye

desnaturalizacion enzimatica de proteinas y precipitacion de impurezas con
acetato de amonio.
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3.5. Extracciéon de DNA a partir de tejido embebido en parafina
Se utilizaron muestras de tejido embebidos en parafina, con lesiones
caracteristicas de organismos acido alcohol resistentes. El DNA se obtuvo

mediante el método de extraccién de extracto crudo y el de fenol-cloroformo.

3.5.1. Método de extracto crudo

Para los tejidos embebidos en parafina se llevo acabo el método descrito por
Miller y cols., 1997 (43). De cada tejido embebido en parafina se hizo un corte
de 5 micras (0.1g) se pasaron los cortes a tubos eppendorf y se centrifugaron
por 1 min a 10,000 rpm. Al tejido compactado se les agregé 200 pl buffer
conteniendo Tween 20 al 5 %. Posteriormente las muestras se pusieron a
ebullicién por 10 min pasandose inmediatamente a congelacién en nitroégeno
liquido. Este paso de ebullicidon congelacion se repitid 2 veces mas. Los tubos

se centrifugaron 20 min a 7,000 rpm. Del sobrenadante se tomaron 7 ul para la
reaccion de PCR.

3.5.2. Método fenol-cloroformo

Del tejido embebido en parafina se hicieron tres cortes de 5§ micras cada uno,
se depositaron en un tubo eppendorf de 1.5 ul de capacidad y se les agregd
200ui de buffer TE pH 8.0, posteriormente se colocaron en bafic de agua a 70
°C por 10 min los cuales se agitaron por lo menos 2 veces &urante “el
calentamiento. Se retiraron del agua hirviendo, se les dio un toque de
centrifuga, para eliminar la parafina y el sobrenadante. Se repitieron estos dos
pasos y al precipitado se le agrego 200ul de buffer de extraccion (50 mM Tris
HCl, EDTA pH 8.0 y Tween 20 al 0.5 %) y Proteinasa K (0.2 mg/ml). Se
incubaron toda la noche a 42 °C y después se congelaron en etanol absoluto
mas hielo seco (CO;) o en nitrbgeno liquido. Posteriormente se pusieron a
hervir en agua durante 10 min. El tejido residual se colecté centrifugando a
7000 rpm por 10 min, los sobrenadantes se pasaron cada uno a su respectivo

tubo limpio y se les agregé un volumen de cloroformo-aicohol isoamilico
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(SEVAG), se homogeneizarcon y centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min, se
tom¢ el sobrenadante y se pasé a un tubo limpio. Se le adicioné 0.6 volimenes
de isopropanol, se incubando a -20 °C por lo menos 2 h, después se centrifugd
a 10,000 rpm por 10 min, se elimindé el sobrenadante, se agregd al tubo un
mililitro de etanol 70 % frio y se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min. Se elimind

el sobrenadante y se dejé secar. El DNA se resuspendid en 50 ul de buffer TE
pH 8.0 y se almacen6 a -20 °C hasta su uso.

3.6. Reacciones de PCR

Se utilizd el método descrito por Wilson y cols., 1993 (40), en el cual se
utilizaron dos pares de iniciadores que reconocen la secuencia de insercion 1S
6110 de organismos del complejo M. tuberculosis. En la primera reaccién de
PCR se utilizaron los iniciadores externos que amplifican un fragmento de 583
pb. En una segunda reaccion utilizando come templado el producto de PCR de

la reaccidn anterior y los iniciadores internos, se amplific6 un fragmento de
183-202 pb.

Las reacciones de PCR se realizaron en volimenes de 25 ul, utilizando
25 pmoles de cada iniciador, 200 yM de cada uno de los 4 dNTPs (GIBCO-
BRL), 1.0 mM de MgCl2, 1X de Buffer 10X (200 mM Tris-HCI pH 8.0 500 mM

KCl) y 2.5 unidades de la enzima Tag-DNA polimerasa (Promega) y Tpi del
DNA templado (extracto crudo)

Las condiciones del PCR se llevaron a cabo en un termociclador marca

Ericomp®. Las condiciones para los iniciadores externos fueron un ciclo 2

min/f93 °C, seguido de 35 ciclos de tres pasos/ciclo siguientes:
desnaturalizacion a 93 °C por 45 seg, alineamiento de iniciadores a 65 °C por 1
min y una extension a 72 °C por 1 min, con una extension final de 10 min/72 °C.
Posteriormente se realizé la reaccion de PCR para la amplificacién con

iniciadores internos en un volumen de 25 ul, utilizando 25 pmoles de cada
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iniciador, 200 pM de cada uno de los 4 dNTPs (GIBCO-BRL), 1.0 mM de
MgCi2, 1X de Buffer 10X (200 mM Tris-HCl pH 8.0 500 mM KCI), 2.5 unidades

de la enzima Tag-DNA polimerasa (Promega) y 5 ul de producto de PCR de
tniciadores externos.

Las condiciones para la amplificacion con iniciadores internos fueron:
desnaturalizacion inicial de 93 °C/2 min seguido de 50 ciclos de tres
pasos/ciclo siguientes: desnaturalizacion a 93 °C/45 seg, alineamiento de los

iniciadores a 48 °C/45 seg, polimerizacion a 72 °C/ 45 seg y por Gitimo una
extensién final a 72 °C/10 min.

Para el método de Miller y cols., las condiciones para el PCR fueron: un
ciclo de 2 min/93 °C, sequido de 50 ciclos de dos pasos/ciclo siguientes:
desnaturalizacién a 93 °C por 45 seg, alineamiento de iniciadores y extension a
72 °C por 1.25 min con una extension final de 10 min/72 °C (43).

3.7. Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa 1.5% y
analizados mediante fotografia tomadas con camara Poiaroid y pelicula AG67
adaptada con filtro para luz ultravioleta
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Capitulo 4.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Seleccion de iIniciadores y analisis con secuencias reportadas en
bancos de genes.

De los iniciadores reportados para amplificar secuencias del genoma del
complejo Mycobacterium tuberculosis se seleccionaron para sus sintesis los
reportados por Miller y cols., 1997 (M1 y M2) y Wilson y cols., 1993 (TB294,
TB850, TB670 y TB505). Con la secuencia de insercion 1S987 de M bovis
(nimero de acceso X57835) se realizaron las simulaciones de PCR.

Con los iniciadores reportados por Miller y cols., la simulacién del PCR
mostré la amplificacion de 6 fragmentos, de los cuales el de 125 pb indica una
mayor posibilidad de amplificacién en una reaccion in vitro. Lo anterior puede
ser inferido por el grosor de la linea que representa el fragmento amplificado y
a una mayor complementariedad de los iniciadores con la secuencia DNA

blanco indicado por los triangulos rellenos en color que representan los
iniciadores (Figura 1).

M. bovis 15987

= oy ) | 5
{ aq 44

Fig. 1. Simulacién de PCR mediante el programa Amplify 1.2. Simulacion de PCR con los
iniciadores reportados por Miller y cols., 1997. Se uiilizd la secuencia de insercion de M. bovis
con un tamano de 2853 pb. Los triangulos sobre la recta {Isecuencia de insercién) representan
los iniciadores y las lineas gruesas horizontales representan los fragmentos amplificados.
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En la simulacién de la amplificacién con los iniciadores reportados por
Wilson y cols., 1993, se amplifico un fragmento de 583 pb con los iniciadores
TB294 y TBB850, panel A de la figura 2. Este fragmento se utilizd como
templado para una segunda amplificacién con los iniciadores TB670 y TB505

con los que se obtuvieron 4 fragmentos de 201, 183, 129 y 130 pb, como se
observan en el panel B de la misma figura.

M. bovis 1S987 Panel A
- b :
""}""%—L“'t"J'I("—"{'—'——‘—(\J
... |
583
1497
M. bovis IS987 Panel B
- by b 5
{
(P
183
202
129
130

Fig. 2. Simulacién del PCR mediante el programa Amplify 1.2. En el panel A se presenta el
PCR con los iniciadores TB294 y TB850 y en el panel B con los iniciadores TB670 y TB505 de
Wilson y cols., 1993. Se utilizd la secuencia de inserciéon de M. bovis representada por la linea
horizontal. Los triangulos sobre |a linea horizontal (secuencia de insercion) representan los
iniciadores y las lineas gruesas horizontales representan los fragmentos amplificados.
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4.2. Reacciones de PCR con DNA de cepas de
Mycobacterium

referencia de

Con los iniciadores de Miller y cols , se obtuvo un fragmento de DNA mayor de
100 pb que corresponde al fragmento de 125 pb generado en la simulacion de
PCR (Fig. 3, carril 3). Con los iniciadores TB294 y TB850 de Wilson y cols.,
1993, se amplificé un fragmento de 583 pb en M. bowis y M tuberculosis,
especies del complejo M. tuberculosis (Fig. 3, carnil 1). A partir de esta primera
amplificacion se realizé una segunda amplificacidon con los niciadores TB670 y
TB505 y se observaron dos fragmentos de aproximadamente 200 pb (Fg. 3,
carril 2). Estos dos fragmentos pueden corresponder a 202 y 183 que se

generaron en la simutacion de PCR, pero no se observaron ios de 129 y 130 pb
que se generaron en la misma simulacion.

Los resultados obtenidos de las reacciones in vitro utiizando DNA de cepas de

referencia concordaron en parte con las simulaciones generadas con los
programas computacionales.

ph

rh
583 —» «— 600
«4— 300
200 ——p» 4—200
125 —p
«4—100

Fig. 3. Amplificaciones de cepas de Mycobacterium bovis (ANS5). Carril 1 = iniciadores
TB294 y TBB50 de Wilson y cols | camnl 2 = Imciadores TB670 y TBE05 de Wilson y cols | carnl
3 = Iniciadores de Miller y cols , carnl 4 = negatvo y carni 5 = Marcador Ladder 100



Martha M. Garza Franco/27

4.3. Reacciones de PCR con DNA obtenido de tejido embebido en parafina
Con los iniciadores reportados por Miller y cols., y DNA de tepdo, se obtuvo un
fragmento de 125 pb que indica ia ampilificacion de una parte del genoma de
organismos del complejo M. tuberculosss, en las muestras analizadas mas no el

control positivo de cepa, se observan amplificaciones inespecificas abajo del
fragmento de 125 pb (Figura 4, carriles 1-7)

Las amplificaciones inespecificas pueden ser debidas al numero ailto de
ciclos de amplificacion y al tiempo relativamente largo de alineamiento de los
iniciadores en el programa del termocticlador utilizado. Wnght y Manas en 1990
(48), asumen gue estos factores generan amplificaciones inespecificas en
PCR’s realizados a partir de tejidos embebidos en parafina. Indican ademas

que las amplificaciones inespecificas son a menudo mas pequenas que el
producto especifico, como se observd en la figura 4.

Cuando se realizo el PCR con los iniciadores TB29%4 y TB850 y DNA de
tejido, no se observo ninguna amplificacion, solamente barridos (datos no
mostrados). Cuando se utiizdé como templado el anterior producto de PCR y los

iniciadores TB670 y TB505, se obtuvo un fragmento de aproximadamente 200
pb en las muestras positivas (Fig. 5, carriles 1-4, 6y 7)
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ey

§ pb
¥ %’”',
pb ¥
126 —» B get—125
44— 75

Fig. 4. Electroforesis de productos de PCRs con iniciadores de Miller y cols., en gei de
poliacrilamida al 12 %. Carni 1 a 8 amplificaciones a partir de muestras de tejidos embelndos

en parafing Carnl 9 amphltficacion a partir de DNA de cepa de referencia (AN5) M = marcador
de peso molecular Ladder 25

Los resultados obtenidos en las simulaciones de PCR tienen una mayor
concordancia cuando el PCR se realiza con DNA de cepa de referencia, en
comparacion con muesiras de campo. Esto puede ser debido a la poca
integridad dei DNA obtenido proveniente de tejido embebido en parafina. Esto
se confirma cuando se utilizan los iniciadores TB294 y TB850 que deberian de
amptificar un fragmento de aproximadamente 600 pb, lo que no se logrd al
realizar la PCR in vitro. En cambio cuando el fragmento amplificado es de
tamafo mas pequeno como en el caso de los iniciadores reportados por Miller
y cols., (123 pb) o Wilson y cols., (200 pb) se tiene un éxito mayor en lograr su
amplificacién. Esto lo han confirmado Wright y Manos en 1990 (48), quienes
han encontrado un limite en la longitud de los productos de amplificacion en el
rango de 450 a 630 pb o incluso de menor longitud si el blogue de tejido
embebido en parafina es muy viejo. La reduccion en la capacidad de

amplificacion es debido a que la integridad del DNA es modificada debido
prabablemente al fijador y tiempo de fijaciébn usado
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Fig. 5. Electroforesis de productos de PCRs con Imiciadores de Wilson y cols., en gel de

agarosa al 1.5 %. Camles 1-4, 6 y 10 muestras positivas Carnles 5, 7-9 y 12 muestras
negativas Carnl 13 = Marcador de peso moiecular Ladder 100

De 80 muestras de fepdo analizadas en el laboratorio del CFPPNL,
histopatologia detectd un 24 % de positivas, aistamiento un 28.0 % y PCR un
63.0 % (Tabla 1) Gonzalez y cols., en 1999 {49) encontraron que de animales
positivos a tuberculina solo un 299 % de los tejdos presentaron lesiones
tipicas (granulomas). A partir de los granulomas lograron el aislamiento en un
92.8 % de los casos. Ademas, cuando realizaron el PCR a partir del mismo tipo
de muestras el porcentaje de deteccidn fué del 92.7 %. Los resultados de
Gonzalez y cols., indican que aun realizando una seleccidon minuciosa de las

lesiones tipicas existe un 7 % de casos que no son causadas por organismo
del complejo M. tuberculosis

Los bajos porcentajes de deteccidon obtenidos en el CFPPNL, pueden
ser debidos a que se analizan soio muestras de animales positivos a
tuberculina con lesiones aparentemente causadas por micobacterias causantes
de tuberculosis Posiblemente los microorganismos que generen lesiones
similares son Actinomyces sp , Actinobacillus sp , Coccidioides immitis,
Nocardia sp., u otros agentes gue provocan una reaccion similar a tuberculosis.



Martha M. Garza Franco/30

En general, el uso del PCR permitié mejorar la sensibihdad en un 39.0 %
y en un 35.0 % con respecto a las pruebas de histopatologia y aislamiento,
respectivamente Ademas, de mejorar la sensibilidad se mejoré la rapidez del
diagnostico al poder emitir resultados a las 24-48 h. Esta misma prueba de
PCR fue utihzada por Miller y cols., para la deteccion de M bovis en tejidos
fijados en formalina y embebidos en parafina en ganado vacuno y aices. Ellos
detectaron 92 de 99 (93 %) casos de tubercuiosis incluyendo 3 de 4 alces
Ademas, sus resuitados fueron positivos en 80 tejdos usando un extracto
crudo como templado para realizar el PCR, el resto de las muestras utilizaron
una extraccion de DNA fenoi-cloroformo. En nuestro caso, se utilizd el extracto
crudo, pero modificando la congelacidn de la muestra al realizarlo en nitrégeno
igwdo en lugar de etanol con bidxido de carbono. Cuando utilizamos el método

de Wilson y cols., la extraccton de DNA se realizé con la técnica de fenol-

cloroformo.

Tabla 1. Resultados (%) de las pruebas utilizadas para el diagnostico de

tuberculosis (80 muestras).

Diagnéstico ﬂ_Himswwtwc_)_patolog.ia ‘Aislamiento PCR

Positivo 240 28.0 63.0

" Negativo 54.0 72.0 37.0
" Sugestivo 220

La sensibiidad del PCR fue analizada con base a la prueba de
histopatologia y aistamiento, indicando gque del 100 % de las pruebas que
dieron resultado positivo a histopatologia y cultivo fueron también posttivas a
PCR (Tabla 2). En cambio del total de muestras negativas a histopatologia
solamente el 67 % se confirmd como negativas por PCR, lo que indica que un
33 % de muestras negativas, el PCR las detecta como positivas Para el caso
del aislamiento, se confirmo el 49 % como negativas por PCR, io que indica

que en un 51 % de muestras el PCR las detecta como positivas Lo anterior,
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nos puede indicar que el PCR puede detectar la presencia de organismos del
complejo M. tuberculosis en muestras, aun cuando los organismos podrian ser
no viables de manera tai que permita su cultivo.

Otros grupos de investigadores han utitizado la prueba de PCR para el
diagnoéstico de tuberculosis, tal como Liebana y cols.,, en 1995 (42), que
trabajaron con muestras de nddulos linfaticos bovinos, encontrando que la
prueba de PCR detectd 71.4 % de cultivos positivos en animales provenientes

de hatos infectados y todas las PCRs negativas y cultivo negativo en tejidos de
animales provenientes de un hato libre.

En el mismo afo Wards y cols., (41) detectaron 53 muestras positivas
mediante PCR de 58 muestras diagnosticadas como M. bovis en cultivos
positivos. Ademas, todas las muestras con bacilo acido-resistente visible
microscopicamente, fueron positivas por la prueba de PCR. Lo anterior,
concuerda con nuestros resultados al obtener un 100% de concordancia entre
PCR positivo, histopatologia positiva e incluso cuitivo positivo, a diferencia de
Wards y cols, que obtuvieron un.91.3 % pero con respecto a cultivos
identificados como M. bovis. Ademas, en nuestra investigacion encontramos
que solo el 49 % de las muestras diagnosticas cultivo negativo el PCR las
confirma como negativas a diferencia de Wards y cols., quienes encuentran un
90 % de concordancia. Lo anterior, puede se debido a que de rastro se envian
muestras para diagnostico al laboratorio del CFPPNL que presentan

granulomas, pero estos no son debidos a organismos del complejo M.
tuberculosis.

Considerando los resultados de concordancia entre PCR positivos,
aislamiento e histopatologia positivo, {a prueba de PCR se presenta como
herramienta de utilidad para confirmar los casos de tubercuiosis positiva

ocasionados por organismos del complejo M. tuberculosis.




Martha M. Garza Franco/32

Tabla 2. Sensibilidad (%) del PCR con respecto a histopatologia y
aislamiento

Resultado Histopatologia Aislamiento
Positivos 100 100
Negativos : 67.0 49.0

Por otra parte, las muestras diagnosticadas como sugestivas en
histopatologia, es decir que esté presente ia lesidn tipica de Mycobacterium
pero no se observe al patégeno, resultaron positivas por PCR en un 78.0 % de
los casos, mientras que con aislamiento solo resultaron positivas en un 33.0 %

de los casos, esto nos indica que en un 45% mas el PCR identifica al patégeno

en comparacion con el aisiamiento.

Tabla 3. Resultados (%) de aislamiento y PCR de las muestras sugestivas

en histopatologia

Resuitado Aislamiento (%) PCR (%)
Positivas . 23.0 78.0
Negativas 67.0 22.0

Finalmente, con la incorporacion del método de PCR en el diagndstico
de tuberculosis bovina, se mejorara la sensibilidad y rapidez en el diagnodstico
comparado con las pruebas tradicionales. Lo anterior, incrementara la calidad

de control y erradicacidn de esta enfermedad.
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Capitulo 5.
CONCLUSIONES

1. La prueba de PCR, a partir de tejidos embebidos en parafina, permitid
detectar un 63.0 % de muestras positivas a diferencia de la histopatologia
que detectd un 24 % de positivas y el cuitivo un 28.0 %.

Del 100 % de las muestras que dieron resultado positivo a histopatologia y
cultivo fueron también positivas a PCR.

Del total de muestras negativas en histopatologia, la PCR confirmoé sélo el

67 % de los casos, lo que indicd que un 33 % de muestras negativas a
histopatologia el PCR las detectd como positivas.

4. Del total de muestras negativas en aislamiento, la PCR confirmé el 49 %, lo

gque indicd que existié un 51% de falsos negativos en aislamiento.

5. Muestras reportadas como sugestivas en histopatologia, es decir con
granuloma pero sin presencia de patogeno, resultaron positivas por PCR
en un 78.0 %, mientras que con aislamiento solo resultaron positivas en un
33.0 % de los casos, esto nos indicd que en un 45 % mas el PCR detect6

al patdgenc en comparacion con el aislamiento.

6. En general, el uso de PCR permitié mejorar la sensibilidad en un 39.0 % y

en un 35.0 % con respecto a las pruebas de histopatologia y aislamiento,
respectivamente.
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