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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad determinar la prevalencia de Tuberculosis bovina (TBB)
en base a la identificacion de su agente etiolégico M.bovis, en bovinos faenados en el Camal
Municipal de Riobamba, a través de la técnica molecular Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)
realizado en el laboratorio de biologia molecular del Centro Internacional de Zoonosis. El estudio
consistio en tomar muestras de; pulmon, tejido mamario, y ganglios linfaticos de 384 bovinos, e
identificar la edad, sexo y procedencia de cada uno de ellos para que a través de la prueba Chi-
cuadrado (X?) se determine si existe 0 no una asociacion estadistica significativa entre dichas
variables y la presencia de TBB. Las muestras fueron sometidas a un aislamiento microbioldgico
y a baciloscopia para identificar la presencia de Mycobacterium spp. (bacterias del complejo
Mycobacterium tuberculosis) y mediante PCR para confirmar la especie M. bovis. Los resultados
obtenidos fueron; dos muestras positivas a Mycobacterium spp y en ambas se confirmé la
presencia de la especie M. bovis, es decir, se obtuvo una prevalencia de TBB en el Camal
Municipal de Riobamba del 0.52% (2/384), los casos positivos pertenecian a la provincia de
Chimborazo, cantén Riobamba, eran hembras y se encontraban en un rango de edad entre (24-

36) y (50-62) meses. Sin embrago no se encontré asociacién estadistica significativa entre la
presencia de la enfermedad y las variables mencionadas. Descartando asi una posible zoonosis en
el camal de estudio, no obstante, se recomienda realizar pruebas moleculares como diagndstico de
la enfermedad en muestras de bovinos provenientes de la misma zona, para validar esta técnica

como herramienta de control y vigilancia epidemioldgica.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to determine the prevalence of Bovine Tuberculosis (TBB) based on
the identification of its etiological agent M.bovis, in cattle slaughtered in the Camal Municipal de
Riobamba, through the molecular technique Polymerase chain reaction ( PCR) performed in the
molecular biology laboratory of the International Center for Zoonoses. The study consisted of
taking samples from; lung, mammary tissue, and lymph nodes of 384 bovines, and identify the age,
sex and origin of each one of them so that through the Chi-square test (X2) it is determined whether
or not there is a significant statistical association between these variables and the presence of TBB.
The samples were subjected to microbiological isolation and smear microscopy to identify the
presence of Mycobacterium spp. (bacteria of the Mycobacterium tuberculosis complex) and by
PCR to confirm the species M. bovis. The results obtained were; Two samples positive for
Mycobacterium spp and the presence of the M. bovis species was confirmed in both, that is, a TBB
prevalence was obtained in the Camal Municipal de Riobamba of 0.52% (2/384), the positive cases
belonged to the Chimborazo province, Riobamba canton, were female and were in an age range
between (24-36) and (50-62) months. However, no significant statistical association was found
between the presence of the disease and the mentioned variables. Thus ruling out a possible
zoonosis in the study slaughterhouse, however, it is recommended to carry out molecular tests to
diagnose the disease in samples of bovines from the same area, to validate this technique as a tool

for epidemiological control and surveillance.

Keywords:

<BOVINE TUBERCULOSIS>, <POLYMERASE CHAIN REACTION>, <LYMPHATIC
GANGLIA>, <BACTERIA (Mycobacterium bovis)>, <MYCOBACTERIUM SPP.>,
<PREVALENCE>, <MICROBIOLOGICAL ISOLATION>, <BACILOSCOPIA>,
<BACILOSCOPIA> ZOONOSIS>
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INTRODUCCION

La actividad ganadera en el Ecuador constituye una alternativa financiera importante, ofreciendo
productos como carne, leche y sus derivados, en sustento a la alimentacion humana y aportando
a la solucién de problemas socioecondémicos, culturales, migratorios, entre otros; que son
originados a causa de un acelerado crecimiento poblacional, especialmente en el sector rural. Sin
embargo, al igual que otras actividades pecuarias, esta se encuentra sujeta a factores limitantes
como la baja eficiencia productiva, provocada principalmente por la presencia en el medio de
enfermedades infectocontagiosas como es el caso de la tuberculosis bovina.

La tuberculosis bovina, es una enfermedad distribuida ampliamente en todo el mundo, y varios
autores afirman la existencia de su género hace aproximadamente 150 millones de afios. El agente
etioldgico es el Mycobacterium bovis, y su principal hospedador es el ganado bovino, aunque
también ha llegado a infectar a seres humanos hasta provocar su muerte, razén por la que es
considerada una enfermedad de caracter zoono6tica que compromete la salud publicay la seguridad
alimentaria (Crispell et al., 2019 pég. 12).

Existen evidencias de Tuberculosis bovina en el Ecuador, basandose en pruebas diagndsticas in
vivo, principalmente la de la tuberculinica, realizadas en fincas por diferentes estudiantes de
universidades, e in vitro con pruebas de laboratorio mas sensibles y especificas como el cultivo y
baciloscopia realizadas con muestras obtenidas en camales municipales donde llegan animales de
diferentes cantones y parroquias de la provincia de estudio. También existen investigaciones en
cuanto al desarrollo y aplicacion de pruebas moleculares para el diagnostico de la enfermedad,
como el PCR, que sirve para amplificar una seccion especifica de ADN y asi poder identificar y
diferenciar las bacterias presentes en las muestras (Lorente et al., 2019 pég.5).

El estudio de la prevalencia de la TBB toma relevancia en la ganaderia, al ser una enfermedad de
declaracion obligatoria segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal, causando pérdidas
econdmicas en la produccion, restricciones comerciales, muerte del animal y puede permanecer
en la vida silvestre afectando asi a todo el ecosistema, y los ganaderos al conocer las medidas de
contingencia que deben tomarse con dicha enfermedad, evitan notificar a las autoridades
respectivas por miedo a las pérdidas y limitaciones de su produccion (Bryne et al., 2017 pag. 11).

En base a lo mencionado anteriormente, el crecimiento anual de bovinos en el pais, el limitado
uso de pruebas de laboratorio, poca eficacia en la inspeccion post-mortem y falta de vigilancia
sanitaria, han llevado a que la enfermedad se disemine con rapidez y facilidad, complicando la
aplicacion de un sistema de control y de vigilancia epidemioldgica en el pais.

Al ser esta una enfermedad que no cuenta con registros adecuados de animales positivos a las
diferentes pruebas ante-mortem y post-mortem en camales, y desconociéndose la situacion

epidemioldgica en la provincia, se ha tomado la decision de utilizar la Reaccion en Cadena de



Polimerasa en muestras obtenidas del Camal Municipal de Riobamba, lo cual permitira la
deteccidn rapida y segura de bovinos afectados por Tuberculosis bovina, ya que es un método que
logra diferenciar entre el género de M. bovis y M. tuberculosis hominis, bacterias que comparten
el 99.95% de similitud en su genoma, lo que pruebas de tuberculizacion y andlisis microbiol6gicos
no logran determinar con certeza absoluta, y al ser estas las pruebas utilizadas con mayor
frecuencia se corre el riesgo de presentar reacciones cruzadas y un aislamiento de baja sensibilidad
(Michelet et al., 2018 pag. 7).

Es asi como en base a este método molecular se lograra descartar falsos positivos y evitar pérdidas
econdmicas innecesarias en la produccion, asi como falsos negativos que comprometan la salud

publica. Por lo expuesto anteriormente los objetivos fueron:

Determinar la prevalencia de Tuberculosis Bovina por medio de la técnica de Reaccion en
cadena de Polimerasa (PCR) en el Camal Municipal de Riobamba

o Diagnosticar los casos de Tuberculosis en bovinos mediante el aislamiento microbiol6gico
utilizando muestras de pulmén, tejido mamario y ganglios linfaticos

o Determinar la especie de Mycobacterium tuberculosis presente en los casosde
Tuberculosis en bovinos a través de la técnica molecular de PCR.

o Analizar posibles relaciones entre edad, sexo, y procedencia del ganado con presencia y/o
ausencia de Tuberculosis Bovina.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL
1.1. Tuberculosis bovina
111 Definicion

La tuberculosis bovina, es una enfermedad infectocontagiosa, zoonética, cuyo agente etioldgico
es la bacteria Mycobacterium bovis (M. bovis), miembro del complejo Mycobacterium
tuberculosis (CMT), su principal hospedero es el ganado bovino; aunque también se lo ha
identificado en animales salvajes, domésticos y en el ser humano, destacandose asi su relevancia
en la salud publica. Provoca deterioro paulatino de la salud animal, manifestandose varios afos
después con problemas respiratorios, digestivos y por altimo la muerte, su particularidad
sintomética es la manifestacion de granulomas en ganglios linfaticos, cuyo didmetro es
aproximadamente de 1 a 2 cm o también tubérculos formados a partir del crecimiento y
calcificacion de uno o varios de ellos. EI M. bovis tiene una morfologia bacilar, es acido alcohol
resistente, de crecimiento lento en medios de cultivo, y aerobio estricto. Al ser una enfermedad de
declaracion obligatoria e inmediata ante organizaciones gubernamentales, provoca pérdidas

significativas para el sector agropecuario (Nuques, 2019 pag. 4).

112 Genero Mycobacterium

Su nombre significa bacilo similar a un hongo, el cual proviene del griego <<myces>> que
significa hongo y <<bakterium>> pequefia varilla. Mycobacterium es un género de bacterias Gram
positivas con forma bacilar, encorvados o rectos, miden entre 0,2 a 0,6 x 1 a 10 um, carecen de
movimiento, no crean esporas, y necesitan de oxigeno para sobrevivir (Carrol yJawetz, 2016; citado en

Cruz y Pozo, 2019 pag. 5)

La caracteristica destacable del género es que su pared celular, posee un contenido de entre (20-
60%) de lipidos, y en mayor cantidad acidos micélicos. Se ha identificado también la presencia

de una capa serosa que provee a la membrana plasmatica caracteristicas de hidrofobicidad,



solidez, resistencia a la desecacién y a microorganismos, la lenta tasa de crecimiento también se
incluye entre una de sus caracteristicas, sin embargo, son altamente sensibles a la radiacién

ultravioleta, luz solar, calor y por ende a la pasteurizacién (Albéitar, 2012 pag. 72).

1121 Clasificacion del género Mycobacterium

El género Mycobacterium abarca aproximadamente a 120 especies reconocidas, que en su gran
mayoria son de caracter patdgeno y oportunista, desarrollando enfermedades tales como la lepra,
Ulcera de Buruli y tuberculosis, las cuales se manifiestan en una amplia gama de hospederos, tanto

en paises desarrollados como en vias de desarrollo (Durnez et al., 2008; citado en Echeverria, 2011 pag. 5).

Se han desarrollado multiples clasificaciones de este género a lo largo de los afios, tomando en
cuenta principalmente aquellas caracteristicas fenotipicas, como la elaboracién de pigmentos bajo
condiciones de luz y/u oscuridad, y no es sino hasta finales del siglo pasado que se considero
también caracteristicas genotipicas. La clasificacion méas facil y generalizada es aquella que divide
las micobacterias en dos grupos: micobacterias no cultivables o dificilmente cultivables (M. leprae
y M. lepraemurium) y cultivables. Esta ultima abarca una subdivision conformada por
micobacterias de crecimiento rapido (aquellas que desarrollan colonias visibles en menos de 7

dias), y las de crecimiento lento (aquellas que tardan mas de 7 dias en producir colonias visibles)
(Romero , 2012 pég. 3).

1122 Micobacterias de crecimiento rapido

Este grupo comprende gran parte de las especies saprofitas, también llamadas “micobacterias
atipicas”, “micobacterias ambientales” o ‘“micobacterias no tuberculosas”, encontrandose
ampliamente distribuidas en el medio ambiente. Algunas de estas especies son poco patégenas,
mientras que otras al ser menos difusas presentan un alto valor predictivo de enfermedad; existen
otras que no tienen relevancia clinica aun conocida y cada vez es mas frecuente encontrar nuevas

especies no identificadas previamente (Dorronsoro y Torroba, 2007 pag. 67).

Se distinguen mas de 500 cepas las cuales presentan mayor frecuencia de aislamiento, como la
M. aquae con las variedades a, b, c, sequidas de M. fortuitum, M. terrae, M. vaccae y M.

scrofulaceum (Rodriguez ,2010; citados en Paccha, 2012 pég. 8).



1123 Micobacterias de crecimiento lento

A este grupo pertenece el complejo Mycobacterium tuberculosis (MTC), que contiene a todas las
especies que causan tuberculosis en humanos y en mamiferos como es el caso de la
Mycobacterium bovis. EI complejo Mycobacterium avium (MAC), que también forma parte de

este grupo, posee una alta relevancia en el area veterinaria y en medicina humana (Romero 2012 pag.
4).

El M. avium puede infectar tanto a bovinos y como a suinos, sin causar ningin tipo de
sintomatologia clinica, generando problemas al momento de establecer programas de erradicacion

de la enfermedad (Cordero y Salas 1994; citados en Paccha, 2012 pag. 8).

113 El complejo Mycobacterium tuberculoso (MTC)

Son algunas las micobacterias que juegan un papel relevante dentro de la salud animal: como la
Mycobacterium bovis, cuyo hospedero principal es el ganado bovino; M. avium (M. avium subsp)
la cual ocasiona tuberculosis en aves y en varios mamiferos mas; M. johnei (M. avium subsp.
paratuberculosis), agente etioldgico de la paratuberculosis y M. caprae responsable de la

tuberculosis en cabras (Aranaz et al., 2003; citado en Suquilanda, 2015 pég. 8).

Varios de los patdgenos que conforman este grupo prevalecen en los seres humanos (M.
tuberculosis, M. africanum, M. Canetti) o infectan roedores (M. microti), debido a su potencial
zoonotico, y es por esta razon que presentan una alta relevancia en la salud pablica, también
consiguen transmitirse por el medio ambiente hacia la vida silvestre, involucrando a varios
paises desarrollados y sub desarrollados. La taxonomia y clasificacion del complejo MTC se

indican en la tabla 1-1 (Biet et al., 2005; citado en Suquilanda 2015 pag. 9).



Tablal-1: Taxonomia y principales huéspedes del complejo Mycobacterium tuberculosis

Reino Bacteria

Filum Actinobacteria

Clase Actinobacteria

Subclase Actinobacteridae

Orden Actinomycetales

Suborden Corynebacterineae

Familia Mycobacteriaceae

Género Mycobacterium
M. africanum TB en humanos en Africa (de Jong et al., 2010)
M. tuberculosis TB en humanos
M. bovis TB en bovinos y humanos

Especie M. tuberculosis TB en humanos menos virulencia que M

Complex M. canettii Tuberculosis (Somoskovi et al., 2009)

M. microti TB en roedores pequefios (Burthe et al., 2008)
M. pinnipedii TB en focas (Cousins et al., 2003)
M. caprae TB en cabras (Aranaz et al., 2003)

Fuente: (Echeverria, 2011 pag. 7)
Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

Las bacterias del complejo M. tuberculosis concuerdan entre ellas con >99,9% de similitud en su
genética, y con idénticas secuencias de genes de ARN 16S ribosomal. Las diferencias secuenciales
en su estructura genética proponen que el patégeno se ha diseminado a nivel mundial hace

relativamente poco tiempo bajo términos evolutivos (Sreevatsan et al., 1997; citado en Suquilanda 2015

pag. 9).

La identificacion de estas especies se ha realizado generalmente basandose en sus caracteristicas
patdgenas y fenotipicas, desarrollandose asi una amplia gama de pruebas bioquimicas, como la
reduccidn de nitratos, la produccion de niacida, o la resistencia a la piracinamida, y segin las

propiedades del medio de cultivo que permite diferenciar entre varias especies de micobacterias
(Romero, 2012 pag. 7).

114, Especie Mycobacterium bovis

Fue identificada por primera vez en animales domésticos, incluyendo una gran variedad de
especies de mamiferos, motivo por el cual es considerado uno de los bacilos tuberculosos con el
rango de hospedadores mas amplio en comparacién con los otros miembros del Complejo
Mycobacterium tuberculosis. Actualmente es reconocida por ser el principal agente causante de
la TBB. La mayoria de los animales afectados por este bacilo forman parte de la familia Bovidae

(bdvidos), subfamilia Bovinae (bovinos) y, dentro de ésta en latribu Bovini, que engloba distintos



géneros: Bubalus (bufalos), Bos (bueyes), o Bison (bisontes). Este patégeno también se ha logrado

aislar en otros bovidos de interés zootécnico, como cabras y ovejas (Romero, 2012 pag.9).

1141 Morfologia y caracterizacion

Generalmente son rectos, pero en ocasiones se doblan en forma de club, al tefiirse aparecen con
frecuencia cuentas de aspecto granular, no presentan movilidad, y tampoco crean esporas, poseen
un tamafio de entre 0,6 - 1,0 x 1,0 - 10 um, tienen la capacidad de adquirir diversas formas
(pleomdrfica), y pueden desarrollar ramificaciones o filamentos, impiden la formacion de un

micelo auténtico ya que se fragmentan a la minima alteracion (Suquilanda, 2015 pag.11-12).

La presencia de una capsula formada por el patdgeno es controversial. Evidentemente los bacilos,
principalmente en el huésped, se encuentran privadas de la capsula clasica lo que evita su
adherencia a la célula con la suficiente fuerza como para ser observada por técnicas simples, tales
como la tinta china y tincién negativa. Es un bacilo que se mantiene mejor en un Ph de 5.8 a 6.9,
y su crecimiento en el cultivo microbioldgico es relativamente lento, le toma aproximadamente

entre 2 a 8 semanas poder observar colonias en desarrollo (Ettinger & Feldman , 2007; citado en Echeverria,
2011 péag. 31).

Este bacilo ha demostrado poder sobrevivir durante largos periodos de tiempo y bajo condiciones
favorables fuera de un huésped y en el medio ambiente. Son muy resistentes a variaciones
ambientales, sobreviven hasta 13 dias en los pastos y heces bovinas, y en el estiércol dentro de
establos oscuros desde 100 hasta 150 dias; exponiéndose a la luz solar resisten alrededor de 5
horas, a luz difusaentre 5 a 7 dias, y solo de 30 a 40 dias si estan incluidas en mucosidad pulmonar.
No obstante, la presencia del acido lactico en la leche, solo pueden sobrevivir 15 dias y mueren al

calentarla a 65°C durante 30 minutos (Gibbons,1983; citado en Suquilanda, 2015 pag.12-13).

En los quesos cuya maduracion requieren de 4 -5 meses no se han identificado bacilos
tuberculosos vivos, sin embargo, pueden sobrevivir en la mantequilla dulce hasta 4 semanas, pero
en la muy salda y acida mueren a los 10 dias. Temperaturas entre 1 —8°C bajo cero no los mata ni
después de los 120 dias, y con el desecado al vacio bajo estado de congelacidn pueden durar hasta
18 afios. El bacilo es sensible a la sosa caustica al 2%, formalina, &cido cresolsulfénico y

desinfectantes clorados al 3 0 4%, asi como también al 4cido sulflrico (Gibbons, 1983; citado en
Suquilanda 2015 pag. 12-13).



1142 Naturaleza de la envoltura de M. bovis

El bacilo tuberculoso presenta una envoltura celular diversa y compleja, constituida por
carbohidratos, lipidos, arabinogalactano y proteinas de una matriz de peptidoglicano y acidos
micdélicos que se encuentran entremezcladas. Esta acondicionada para proveer soporte y
proteccién, por lo que ha desarrollado mecanismos que facilitan el intercambio de sustancias
con el medio ambiente, dandole la capacidad no solo de sobrevivir dentro del huésped, sino
también de reproducirse en un medio hostil como el macréfago. La produccion de diversos
lipidos como los &cidos micolicos, cuya caracteristica es ser acidos grasos excepcionalmente
largos, contribuye a discernir el género Mycobacterium de las demas procariotas, dicho esto,
sus tres componentes principales son: la membrana plasmaética, la pared celular y lamembrana

externa (Echeverria, 2011 pag. 11).

1143 Genética

A pesar de la semejanza gendmica entre M. bovis y M. tuberculosis, la supresién de genes a lo
largo del tiempo ha conllevado a la reduccion del tamafio del genoma M. bovis AF2122/97, el cual
contiene: DNA circular, 4245492 pb, 4001 genes, 3918 proteinas codificantes, 65 % G-C, 50
RNAs estructurales, y 33 pseudogenes (NCBI, 2011b). Ademas, se reconoce que el agente causal
de la TBB no presenta genes Gnicos, con excepcion de algunas mutaciones especificas, lo que
explicaria la gran cantidad de tropismos existentes en humanos y bovinos debido a la expresion

genética diferencial (Echeverria, 2011 pag. 15).

Se ha logrado identificar un operén ribosomal ARN (rrm) localizado en 1,5 Mbp desde el inicio
de su replicacién. La posicidn alejada de rrm, ha determinado ser un factor contribuyente a la
caracteristica fenotipica de lento crecimiento del bacilo. Otra cualidad estudiada del bacilo es la
presencia y distribucién de sus secuencias de insercion (IS), particularmente 1S6110, de la familia
IS3 que ha sido propuesto a lo largo de los afios para caracterizar las cepas basandose en

epidemiologia molecular (Echeverria, 2011 pég. 15)

1144, Diferencias entre M. tuberculosis y M. bovis

La M. bovis comparte su 99,95% de identidad gendmica con M. tuberculosis, destacando su
semejanza en caracteristicas como grado de patogenicidad, composicién quimica y crecimiento.

Las enfermedades causadas por estos agentes etiolégicos tienen tratamientos diferentes, debido a



que la pirazinamida no es eficiente contra la mayoria de las cepas de M. bovis, por haber

desarrollado resistencia (Scorpio & Zhang, 1996; citado en Suquilanda 2015 pag. 10).

Las principales diferencias entre estas dos micobacterias es la capacidad que tienen de metabolizar
glicerol en piruvato, varios estudios han confirmado que los genes necesarios para este proceso
metabdlico no se activan ni funcionan en M. bovis, por lo que el bacilo se desarrolla mucho mejor

en presencia de una fuente de carbono como la sal de piruvato (Echeverria, 2011 pag.19)

Se han identificado diferencias relevantes en varios genes que afectan y regulan forzosamente la
expresion génica, como alkA, el cual codifica una proteina que repara el ADN en M. tuberculosis,
por otro lado, en M. bovis este gen dirige la sintesis de una proteina estancada, alterando
negativamente la respuesta del patdgeno al estrés nitrosativo. Investigaciones han demostrado
también variaciones genémicas de regiones especificas que codifican a las moléculas secretadas
y a la pared celular, como las proteinas de las familias PE-PGRS y PPE, proponiendo que dichas

alteraciones influirian en los tropismos del huésped o lostejidos. (Garnier et al., 2003 pag.7880)

1145 Mycobacterium bovis en humanos

Los datos publicados sobre la tuberculosis zoonética en personas en su mayoria provienen de
estudios en diferentes entornos epidemioldgicos (por ejemplo, sitios en los que la enfermedad, es
0 no endémica), no existe estandarizacion de variables en cuanto al tamafio de muestra, disefio de
estudio, criterios de inclusion del paciente, demografia de la poblacién y los métodos de
laboratorio empleados para aislar y diferenciar M bovis. Cominmente los casos de tuberculosis
zoonGtica se reportan como parte del nimero total de casos de tuberculosis humana. En lugares
en que la tuberculosis bovina es endémica, y las personas viven en circunstancias favorables al

contacto directo con animales infectados, el riesgo de enfermedad es alin mayor (Olea et al., 2017
pag. 2-3).

La principal via de contagio en los seres humanos, es por el consumo de productos lacteos sin
pasteurizar, y supone un riesgo hipotético el consumo de carne de un animal contagiado, sin
embargo, el riesgo se relaciona con el termino de coccion de la carne, ocasionando una infeccién
extra pulmonar como linfadenitis, siendo muy facil de confundir con tuberculosis ocasionada por

M. Tuberculosis, de no realizarse un diagndstico previo. Es un riesgo para la salud publica la
produccion de yogurt y quesos con leche no pasteurizada. Una variable de alta importancia para
el contagio de M. bovis es el contacto directo con animales infectados en camales o fincas (ya sea

por inhalacion de secreciones respiratorias de ganado infectado o en raras ocasiones por heridas



cutaneas); La probabilidad de contagio directo de una persona infectada a otro ser humano, al

toser o estornudar, no es descartada (MSP, 2010 pag. 11).

La causa principal de transmisién de tuberculosis zoonotica es mediante el consumo de alimentos,
como ya se ha mencionado, por lo tanto, la dindmica de transmision, la epidemiologia y su
tratamiento, difieren del medio de transmision por aire de M. tuberculosis. Al considerarse posible
la transmisidn aérea entre personas, es de alta importancia evaluar en una investigacion secundaria

este caso particular (Olea et al., 2017 pag. 2-3).

1.146. Mycobacterium tuberculosis en el ganado bovino

A principios del siglo pasado, la infeccion de animales domésticos con la bacteria humana yafue
descrita, al encontrarse lesiones en ganado bovino expuesto a residuos hospitalarios de centros

destinados al tratamiento de pacientes con tuberculosis (Kraus, 1942; citado en Romero, 2012 pég. 25).

Son dos las razones por las que durante afios la tuberculosis en animales ocasionada por
Mycobacterium tuberculosis, ha sido catalogada de insignificante: 1) Es imposible distinguir
clinica o patoldgicamente la enfermedad causada por M. tuberculosis y M. bovis ;2) Es de alta
dificultad identificar o diferenciar ambas familias, especialmente en paises faltos de la ineludible
metodologia. Ademas, la probabilidad de que los animales sean contagiados de M. tuberculosis a
partir de un ser humano infectado es supuesta como despreciable, debido a que la bacteria no esta
adaptada en animales. Sin embargo, el riesgo radica en la relacion de la base de prevalencia, es
decir, cuanto mayor sea la prevalencia de la enfermedad en el hombre, mayor es el riesgo de
contagio en animales; razon por la cual la mayor parte de tuberculosis humana en animales se ha

identificado en los continentes de Asia y Africa (Fetene et al., 2009; citado en Romero, 2012 pag. 25).

El nimero de bovinos contagiados por M. tuberculosis en paises en via de desarrollo parece estar

en aumento, aunque la infeccién haya sido considerada despreciable (Chen et al., 2009; citado en
Romero, 2012 pag. 25).

El acrecimiento en estos paises puede ser debido a dos factores: El incremento en la interaccion
directa entre personas con el ganado o el mejoramiento en el uso de técnicas moleculares para la
deteccidn de la enfermedad, que, en consecuencia, identifica con mayor eficacia losespecimenes
infectados. La incidencia de la enfermedad en los Gltimos afios ha aumentado en los paises de
Indonesia, India, Nigeria, China, Paquistan, Sudafrica, Bangladesh y Etiopia, segun el informe
sobre el control global de la tuberculosis en humanos, presentado en el afio 2009 por la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS).Si se suma este hecho a la intensificacién dela
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produccion de las ganaderas en paises en vias de desarrollo, el peligro de transmision entre el ser

humano y el ganado, es alto, ya sea de M. tuberculosis o de M. bovis (World Health Organization, 2009;
citado en Romero, 2012 pag. 25).

115 Factores predisponentes en bovinos

Los factores que predisponen la aparicion de la enfermedad es el confinamiento de los bovinos,
escasa ventilacion, descarga y perdida de fluidos corporales como residuos uterinos y contenido
nasal, acumulacion de heces, y siendo las menos habituales la monta natural y la alimentacion a

terneros con leche contaminada a través de una madre infectada (Medina, 2012; citado en Nuques 2019

pag. 7).

Otros factores predisponentes que se deben tomar en cuenta son: el sistema de produccién que se
maneja en el hato (intensivo/extensivo), practicas de manejo, medio ambiente, nutricion,
alimentacion, genética, sexo, edad, enfermedades infecciosas y metabolicas, estado fisioldgico,

grado de estrés, parto, lactancia entre otros (Nugues, 2019 pag. 7).

El aglomeramiento y hacinamiento de los bovinos es considerado uno de los factores principales
por el cual existe diseminacion del patégeno, especificamente cuando se trata de una permanencia
prolongada de animales jévenes y viejos en un mismo corral de manejo. Agrocalidad en su manual
de buenas practicas pecuarias en produccion de leche sugiere que para el disefio de corrales se

debe manejar un area de 1.8 a 3 m3 por vacay asi evitar estrés, abortos, peleas y golpes (Vizcaino y
Betancourt, 2013; citado en Nuques, 2019 pag.7).

116 Patogenia

Los sintomas clinicos de la enfermedad estan influenciados por factores como: 1) la cantidad viral
del bacilo tuberculoso, 2) ladosis que recibe el hospedador, 3) la ruta de infeccion o inoculacion,

4) la eficiencia de la respuesta inmune desarrollada por el hospedador (Neill et al., 1994; citado en
Romero, 2012 pég. 26).

El animal se contagia principalmente por via erdgena, debido a la exposicion de este a varios tipos
de aerosoles dentro de las instalaciones, y es asi como se considera esta la ruta mas frecuente de
infeccidn en bovinos. No obstante, la transmision por via oral también ocurre y es ocasionada por
el consumo de material contaminado, bajo estas condiciones la presencia de la infeccién puede
estar ligado a climas templados, ya que facilitan y favorecen la expansion y supervivencia de M.

bovis en suelos y pastos. (Goodchild y Clifton, 2001; citados en Romero, 2012 pag. 26).
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Encontrar lesiones granulomatosas en el area intestinal no es muy frecuente en paises donde
ejercen con disciplina los protocolos de control y erradicacion de la enfermedad asegurando la
eliminacion de bovinos positivos a TBB antes de la expansion del patdgeno. La transmisién por
via cutanea no es muy frecuente en animales, y cuando ocurre es principalmente por contagio de
lesiones primarias con las bacterias tuberculosas a través de los ganglios linfaticos y punto de
entrada de la zona involucrada. La edad del bovino, el sistema de produccion o su comportamiento
son factores predisponentes en la patogénesis de la infeccion, como aquellos bovinos jovenes,
quienes presentan lesiones mas infecciosas que los adultos (Hernando et al., 2007; citado en Romero, 2012
pag. 27).

En las producciones de ganado de carne es posible encontrar animales contaminados
principalmente por la alta morbilidad, y si ingresan animales enfermos y comparten las mismas
instalaciones. Por otro lado, los bovinos destinados a produccion lechera tienden a presentar un
mayor nimero de casos positivos por el sistema de produccion intensivo (Collins, 2001; citado en

Romero, 2012 pag. 27).

El grado de virulencia que presenta la bacteria en un cierto porcentaje esta asociado a los lipidos
de la pared celular, el cual ayuda a neutralizar las defensas del hospedador, reproduciéndose en el
area de entrada previo a la diseminacion del bacilo hacia mas 6rganos. La multiplicacion rapida del
patdgeno en los pulmones es proporcional al nivel de virulencia de la cepa, a pesar de crear
resistencia en otros érganos. La cantidad de bacilos ingresados en el hospedador también influye
en cuanto a la distribucion y toxicidad de las lesiones. La via de transmision influye en cuanto a
la dosis minima necesaria para crear la infeccion. Estudios realizados en cobayas dejaron en
evidencia que para transmitir la enfermedad por via oral se necesitan un mayor nimero de bacilos
que las requeridas por aerosoles. De hecho, dosis de entre 1-5 bacilos puede desencadenar la
infeccion mediante via respiratoria, mientras que por via oral se requieren aproximadamente 106

bacilos para generar la enfermedad (Johnson et al., 2007; citados en Romero, 2012 pag.27).

Sin embargo, cabe destacar que en ciertas ocasione el bacilo persiste en estado de latencia dentro
del hospedador sin comenzar con un proceso patoldgico. Es relevante especificar los conceptos de
animal infectado y animal enfermo. Un animal infectado es aquel que ha tenido algun tipo de
contacto més de una vez con cualquier especie de micobacteria del grupo MTBC y por
consecuencia ha desarrollado una respuesta inmunolégica frente a los antigenos de estas
micobacterias, por ejemplo, cuando se realiza la prueba de la tuberculina. Un animal enfermo es
aquel que ha desarrollado sintomas clinicos como lesiones granulomatosas propias de TBB y, por

ende, podria estar diseminando la bacteria y transmitiendo la enfermedad a otros animales. Una
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reaccion inmunolégica del bovino frente a pruebas inmunoldgicas indica infecciéon y no

especificamente desencadenamiento de la enfermedad (Romero, 2012 pag. 27).

1161 Proceso patoldgico

M. bovis se infiltra en el individuo por dos procesos que son: el complejo primario y el complejo
secundario. El primer proceso determina el dafio que la bacteria genera a nivel de érganos y
ganglios linfaticos regionales, a través de este proceso la bacteria tiene dos formas de ingresar al
huésped ya sea por via aerégena y por via intracelular, al ingresar mediante el sistema respiratorio
su destino final serén los alveolos, en donde los macréfagos como primera linea de defensa los
fagocitaran y destruiran en su interior junto con la ayuda de los fagosomas y lisosomas, una vez
destruida, las micro particulas bacterianas podran ser reconocidas como antigeno ante otras células
del sistema inmune. Cabe destacar que no siempre el sistema inmunoldgico puede contener la
propagacion de la bacteria ya que es un patdgeno intracelular que probablemente pueda afrontar
con facilidad estos mecanismos de defensa, desarrollandose un crecimiento bacilar en el interior
del macrdfago y expandiéndose cuando éste muere. Esta hipersensibilidad celular genera muerte

y destruccidn de tejido local (SENASA,1993; citado en Abdala, 2014 pag.19-20).

Los macrofagos del sistema inmune no se encuentren activados adecuadamente cuando un
individuo infectado posee un sistema inmunoldgico comprometido y débil, bajo estas
circunstancias el bacilo oportunista se sigue reproduciendo y reclutando a mas macréfagos para
fagocitarlos y parasitarlos, asi, el area infectada continla acumulando exudado hasta crear un
centro caseoso. La migracion de macr6fagos contaminados hacia los nédulos linfaticos favorece

el establecimiento de varios sitios de infeccion, a lo que se conoce como complejo primario (Thoen
y Chiodini, 1993; citado en Abdala, 2014 pag. 19-20).

Una vez realizado el complejo primario, la diseminacion de los bacilos a través del sistema
linfatico ocasiona la formacién de granulomas en cualquier tejido y 6rgano, ocasionando clinica
variada con cuadros patologicos como la tuberculosis perlada, miliar y cavitaria, denominandose

este proceso de diseminacién complejo secundario (Radostitis et al., 2002; citado en; Ramos, 2017 pag. 20)

Durante el periodo de latencia, la infeccion se disemina tanto por via linfatica, contacto seroso o
sanguineo, visualizandose el inicio de la lesién a nivel organico a los 8 dias y la calcificacion de

la misma dos semanas después del ingreso de las bacterias al organismo. (Romero, 2012 pag. 28)

La distribucién de los granulomas en el organismo, se destaca por presentar zonas necréticas

purulentas dadas por la respuesta inmunoldgica de los macréfagos; pero el organismo con el
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objetivo de defenderse genera tejido fibroso para retener a los bacilos encapsulandolos, evitando

la diseminacion de la enfermedad (Roman y Chévez, 2014 pag. 53)

Debido a que la principal via de contagio es la aerdgena, el complejo primario en su mayoria se
encuentra en el ganglio linfatico bronquial y pulmones de los bovinos, cuando las terneras ingieren
la leche, por ejemplo, el bacilo en su mayoria se ve ubicado en ganglios faringeos o mesentéricos

con lesiones en higado de forma secundaria (Ebrahim 2017, citado en; Ramos, 2017 pég.20).

1.1.7. Transmision

La transmision directa es producida por aerosoles, es decir por via aerdgena, siendo la mas
frecuente en ganado bovino, facilitindose su transmisién ain mas cuando el animal infectado se
encuentra en hacinamiento, en el ordefio y alimentandose, ya que estos eliminan el bacilo por
medio de las heces, leche, esputo, secreciones vaginales, uterinas, orina y ganglios linfaticos

periféricos abiertos, ocasionando asi el contagio entre el ganado (Arcelles, 2004 pag. 8).

Dentro de otras vias de contagio esta la forma indirecta, que consiste en contraer la infeccion
mediante el consumo de alimento como pienso, agua y pastos contaminados ya sea con sangre,
heces u orines de un animal infectado. El bacilo tiene la capacidad de sobrevivir hasta un afio en
este tipo de secreciones a una temperatura de 12 a 14 ° C y bajo sombra. Si este se expone a una
temperatura mayor de entre 24 - 43 ° C junto a la exposicion solar, la vida del bacilo disminuye
significativamente a partir del dia 18. En los terneros que se alimentan de leche cruda la via
digestiva es la principal forma de transmision, del 1 al 2% de vacas infectadas tienen la capacidad
de eliminar el microorganismo a través de la leche. Otras vias de contagio poco probables son la

congénita, genital y cutanea (Gonzales, 2020)

La via congénita ocurre en un 1% de vacas infectadas, se produce a través del corddn umbilical
entre madre y feto. Un 5% de vacas expuestas a la infeccion por via genital podrian desarrollar

metritis tuberculosa y el 1-2% presentar mastitis tuberculosa, a pesar de ser vias menos comunes
(Blood,1992; citado en Arcelles, 2004 pag. 9).

El uso de semen contaminado también podria ser un detonante, al momento de la inseminacion,

o al utilizar pipetas uterinas infectadas, también por via intramamaria debido al uso de pezoneras

o sifones de pezon infectadas de las ordefiadoras (Brown et al, 1994; citado en Arcelles 2004 pég. 9).
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118 Sintomas y lesiones

La tuberculosis es una enfermedad que se caracteriza por ser de tipo crénico, pudiendo presentar
sintomatologia incluso después de afios de contraida la infeccidn, este tiempo varia en funcion a
la patogenicidad de la enfermedad. Si el bacilo se albergara en pulmoén la sintomatologia seria tos
seca intermitente ocasionada por el aumento de presion intra traqueal y también por los cambios
de temperatura. Cuando la enfermedad se encuentra en su fase mas avanzada, el aumento de
tamafio en los ganglios linfaticos provoca disneas, obstruccién del tracto alimentario e incluso
oclusion de vasos sanguineos. Entre los 6rganos afectados estan; los ganglios linfaticos
mediastinicos, bronquiales, retro faringeos y mesentéricos, higado, pulmones, rifiones y bazo

(Romero, 2012 pag. 28).

Entre la sintomatologia se encuentra la menor produccion de leche y malestar general.

Clinicamente la enfermedad se presenta mediante:

Debilidad progresiva

o Pérdida de peso

o Fiebre en picos

. Tos seca

o Taquipneas

o Disnea

o Anorexia

o Ruidos sobreafiadidos en la auscultacién y percusion.

o Ganglios linfaticos grandes y prominentes a la larga, muerte (Bohorquez, 2011).

La bacteria puede permanecer en estado de latencia dentro del hospedador sin diseminarse por
completo, y al necrosarse las lesiones tuberculosas calcificadas son de tipo abundante, precoz,
amarillento y de consistencia pastosa, aunque depende mucho del grado de calcificacion de la

lesién (Vinueza 2015 pag. 15)

1181 Lesiones post mortem
La ubicacién y tamafio de los tubérculos varia, llegando incluso a ser imperceptibles por el ojo

humano; pueden encontrarse nddulos cabeza y térax ubicados en los ganglios linfaticos de las

zonas respectivas, también pueden hallarse en 6rganos como higado, bazo, pulmones y alrededor
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de cavidades corporales. La forma de evitar un consumo de carne contaminada es la inspeccion

veterinaria minuciosa de la misma, incluso en animales supuestamente sanos (Ramos, 2017 pag. 23)

En la carne se puede evidenciar la presencia de granulomas purulentos, envueltos en tejido
fibrético y a veces el foco de lesion se encuentra calcificado; se observa también granulomas
generalizados en toda la carcasa. Al realizar un examen fisico adecuado y exhaustivo enfocado en
los seis pares ganglionares; mediastinicos, retro faringeos, cervical caudal, bronquial, inguinal
superficial y parotideos, asi como pulmones, podemos asegurar un 95% de efectividad en la

captacion de animales infectados (Gonzales et al., 2012; citadon en Ramos, 2017 pag. 24)

Ecuador ha presentado investigaciones realizadas por veterinarios a nivel de mataderos; donde
indican que las lesiones producidas por M. bovis en su mayoria se encuentran en ganglios

linfaticos mediastinicos, retrofaringeos, hepaticos y tragueobronquiales (Roman y Chéavez, 2014 pag.
54)

119, Técnicas de diagnostico

1191 Diagnéstico Clinico

Existen algunas deficiencias en cuanto al diagnéstico clinico de la enfermedad en campo, ya que
deben considerarse los sintomas, seguimiento sanitario e historia clinica del animal, lo que es muy
dificil de determinar ya que los signos especificos de la infeccion tardan meses e incluso afios en
manifestarse. Cuando el animal sufre cuadros de estrés excesivo, o se encuentra en edades muy
avanzadas resulta complicado presentar un diagnostico estable, y debido a esto es comun
encontrase con pruebas de rutina, e inspecciones veterinarias en camales municipales con el

objetivo de reforzar dicho diagndstico (Ecuvet Servicios Veterinarios del Ecuador , 2016).

1192 Diagnastico diferencial

El diagnostico diferencial es utilizado cuando existen escasos indicios para poder verificar al 100
% que la infeccion que adquirieron los bovinos es TBB, por lo que se toma a consideracion
sintomas generales tales como la baja produccién, anomalias respiratorias, pérdida de peso,entre
otras. Se reconoce a las neumonias bacterianas como parte de otra indole, por ejemplo, la
Pasteurella, y la neumonia por paréasitos u otros agentes virales. Como lo hemos ya mencionado
anteriormente en el ambiente existen bacterias que son atipicas y que no causan ninguna afeccion,
pero que al introducirse en el organismo del bovino generan respuestas positivas al diagnéstico de

la tuberculina. (Nuques, 2019 pég. 15)
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La actinomicosis y la actinobacilosis bovina son enfermedades que cursan con lesiones
macroscopicas similares a las de la tuberculosis y son zoonGticas produciendo lesiones
granulomatosas supurativas que podrian interferir con el diagnéstico clinico de la TBB en campo
0 mataderos municipales. Existen investigaciones donde al tomar muestras de estos supuestos
granulomas y realizar pruebas bacterioldgicas dan como resultado negativo para TBB. (Dubarry et
al., 2004 pag. 35)

1193 Pruebas Intradérmicas de PPD

Las 3 pruebas de tuberculina que se utilizan en bovinos son; la Prueba Ano Caudal de rutina
(PAC), con derivado proteico purificado (PPD bovina), elaborada a partir de Mycobacterium bovis
(cepa AND) atenuada con una sensibilidad aproximada de 68-96,8% y una especificidad de 96-
98.8%, la Prueba Cervical Simple de saneamiento (PCS), con PPD bovina, presenta una
sensibilidad de 80-91% y especificidad de 75,5-96,8% y la Prueba Cervical Comparada (PCC),
también elaborada con PPD bovina y el derivado proteico purificado aviar (PPD) elaborada con
una cepa de Mycobacterium avium (cepa D4), tiene una sensibilidad de 55,1-93,5% y una

especificidad de 88,8-100% aproximadamente (SENASE, 2013 pag. 1).

La sensibilidad y la especificidad de dichas pruebas se ven alteradas por factores como; presencia
de micobacterias ambientales, manejo técnico para la inoculacion del reactivo, estado fisiolégico
del animal como el post parto y edad de los bovinos, forma de conservacion del PPD, entre otros.
Existen evidencias de que la prueba Cervical Simple tiene una sensibilidad superior a la del
pliegue ano-caudal, utilizdndose en fincas donde existieron reactores positivos a M. bovis, y que,
para proseguir con la eliminacién de bovinos sospechosos, se repitid la prueba 60 dias después en

los mismos animales (Schiller et al., citado en ; Ramos 2017 pag. 23).

1.1.94. Prueba de Tuberculina

Las lecturas de las pruebas de tuberculina se basan en observar el crecimiento del espesor del
pliegue cutaneo. La lectura se considera:

» Negativa cuando se observa una hinchazén con un crecimiento de no mas de 2 mm y sin signos
clinicos aparentes, como granulomas exudados o calcificados, dolor, inflamacion o hinchazén de
los ganglios linfaticos en el area de inoculacion (Roman y Chavez, 2014 pag.54).

e Inconcluyente si el aumento del pliegue cutaneo es superior a los 2 mm, pero inferior a los 4
mm sin observarse ningun signo aparente (Romén y Chavez, 2014 pag.54).

e Positiva si se observan los signos clinicos propios de la enfermedad como se ha mencionado
anteriormente, o si hay un crecimiento en el espesor del pliegue cutaneo que sea superior o igual
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a 4 mm. Cuando el antigeno se inocula por via intradérmica en un animal que ha sido expuesto
anteriormente al agente etioldgico, con la suficiente cantidad viral como para desarrollar una
respuesta inmunitaria, se genera inmediatamente una reaccion inflamatoria (Romén y Chavez, 2014

pag. 54).

1195 Prueba intradérmica comparativa

Esta prueba es utilizada para diferenciar entre bovinos posiblemente infectados con M. bovis de
aquellos que han manifestado una reaccion positiva al PPD por exposicion a otras micobacterias.
La reaccion cruzada que se genera entre especies de micobacterias del mismo género causa
problemas de sensibilidad en las otras pruebas diagnosticas, y es por eso que la prueba consta de
inocular dos tipos de tuberculina: bovina y aviar en sitios diferentes de la tabla del cuello, con el
objetivo de discriminar una respuesta inmunitaria causada por la tuberculina aviar, la lectura de

los resultados se los obtiene después de 3 dias (Vinueza, 2015 pag. 15).

1.1.96. Macroscopica

Es un método de diagndstico que tiene como objetivo identificar a nivel de matadero las lesiones
granulomatosas macroscopicas generadas por la infeccion, y forma parte de un procedimiento
rutinario en la inspeccion veterinaria, debido a que este signo clinico en el animal es comin en
cualquier tipo de tuberculosis. Este examen en mataderos presenta una sensibilidad de 28.2% y
una especificidad en la identificacion de lesiones tuberculosas de 99.3% (Biffa et al.,2010; citado en
Cushicéndor, 2014 pag. 32).

Se recomienda realizar un diagndstico exhaustivo post-morten, debido a que los granulomas
varian frecuentemente en base a la localizacién anatémicay ruta de expansion. Estudios realizados
en Ecuador, durante la inspeccion veterinaria a nivel de matadero, demostraron que las lesiones
causadas por M. bovis se desarrollan generalmente en nddulos linfaticos mediastinicos, retro-
faringeos, traqueo-bronquiales y hepaticos dejando en evidencia que la ruta principal de

transmisién en el ganado es por via aerdgena (Proafio y Pérez et al., 2011 citado en Echeverria 2011 pag. 30).

1.1.9.7. Prueba de ELISA

Esta prueba es cominmente utilizada para detectar anticuerpos séricos, pero con baja sensibilidad,

sin embargo, sirve muy bien para aquellos bovinos que no presentan ningin tipo de respuesta

18



inmunolégica a pruebas de gamma-Interferdn y tuberculina; desarrollando un factor de riesgo para
el resto del ganado, es una de las pruebas mas utilizadas a nivel de campo ya que encuentra una
respuesta inmunoldgica a la posible exposicion del bovino frente a los antigenos de M. bovis antes
y después de realizarse la prueba intradérmica, motivo por el cual es utilizada en aquellos animales

enérgicos al PPD o con reaccion positiva dudosa (Acha y Szyfres, 2003; citado en Ojeda, 2017 pag. 10)

1.1.98. La tincion de Ziehl Neelsen.

La tincion se basa en colorear a los bacilos tuberculosos, ya que por tener la caracteristica quimica
de acido alcohol resistentes (BAAR) reaccionan con facilidad ante el colorante carbolfucsina, el
cual penetra en la pared de la bacteria y la colorea, resistiendo a una decoloracion por acido
alcohol, se detecta en la microscopia bacilos tefiidos de rojo con un fondo azul por el colorante
azul de metileno usado como medio de contraste. La tincién Ziehl Neelsen presenta una
sensibilidad de 43.5% y especificidad de 94.4% en comparacion con el cultivo microbiol6gico

(Koneman y Allen, 2008; citado en Cushicondor 2014 péag.32).

Es una técnica de bajo costo, rdpida y muy practica, las deficiencias que presenta es que no
diferencia entre especies del complejo Mycobacterium, y que la cantidad de bacilos necesarias
para una tincién positiva debe ser mayor o igual a 1 X 104 en cada muestra, aunque esto se
considera relativo ya que al procesar las muestras después de 10 minutos se incrementan los casos

positivos (Cambanis et al.,2007; citado en Cushicondor , 2014 pag. 32).

1.1.9.9. Cultivo invitro

El cultivo in vitro es una de las pruebas méas utilizadas directamente en laboratorio para el
diagnostico de la TBB ya que permite diferenciar e identificar especies en concreto de
micobacterias, a pesar de esto, presenta una sensibilidad y especificidad relativamente bajas, con
el 53% y 88% respectivamente, y es por eso que se sugiere que esta prueba vaya acompafiada de
una inspeccion post-mortem adecuada. Existen pasos a seguir en el procesamiento de las muestras,
como la homogenizacién, descontaminacién, e inoculacién de las mismas. El principio
fundamental para el crecimiento de las cepas es que exista una fuente de carbono como el piruvato

en el medio Stonebrink o Lowenstein-Jensen (Echeverria, 2011 pég. 32).
El crecimiento de las cepas toma aproximadamente 8 semanas a una temperatura de 37°C, los

cultivos se inspeccionan paulatinamente durante las semanas de incubacidn hasta un crecimiento

macroscopico. Existen deficiencias en este tipo de cultivo como en todas las pruebas de
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diagndstico mencionadas anteriormente, y entre las principales se encuentran; el procedimiento
de descontaminacion, tipos de cultivos utilizados, cantidad de bacilos en muestras digeridas,

condiciones de la incubacion, entre otras (Ojeda, 2017 pag. 10).

1.1.9.10. Reaccion en cadena de polimerasa

Mediante el uso de PCR se puede identificar la presencia de microorganismos en un amplio tipo
de muestras como son tejidos de animales, mucus nasal, leche, sangre, materia fecal y forrajes.
Debido a que los microorganismos no necesitan ser viables, la amplificacion de fragmentos
especificos de ADN bacteriano resulta mas sensible, rapida y flexible. Sus restricciones se ven
reflejadas en la baja cantidad de bacilos presentes en la muestra, la esporadica eliminacion de los
mismos, la ineficiencia en la extraccion de ADN vy, la presencia de inhibidores en la muestra. A
pesar de estas limitaciones, tanto la PCR como sus métodos complementarios, ofrecen un aporte
bastante preciso en la identificacion de especies de micobacterias y sus cepas. Las micobacterias
contienen secuencias repetidas en su ADN cromosémico que pueden ser Unicas de la especie 0

para determinadas cepas dentro de la misma especie (Abdala, 2014 pag. 25).

Las fracciones 1S6110 e 1S1081 son las secuencias de insercion de uso comdn en la deteccion de
micobacterias del CMT, ya sea en muestras bioldgicas o en cultivos. Dependiendo de la especie
bacteriana, el nimero de copias de estos fragmentos puede variar. Por ejemplo, M. tuberculosis
presenta 25 multiples copias del primer fragmento mientras que en M. bovis se encuentran pocas

0 solo una copia del fragmento (Butcher et al., 1996; citado en (Abdala, 2014 pag. 25-26).

Por esta razon, es necesario amplificar dos 0 mas genes ya que, al analizar un solo gen, el objetivo
puede estar ausente en la region amplificada lo que resulta en un falso negativo. Se sugiere el uso

de PCR multiplex, técnica que amplifica varias regiones simultaneamente en una misma reaccion

(Bhembe et al; citado en Cruz y Pozo 2019 pag.19).

Gran parte de las investigaciones realizadas en Argentina muestran que M. bovis presenta una
Unica copia para el fragmento 1S6110, mientras que, para el fragmento 1S1081 presenta multiples
copias. A pesar de esto, el uso de la secuencia 1S6110 resulta en una mayor sensibilidad y

reproductividad en las pruebas de PCR (Jorge et al., 2005; citado en Abdala, 2014 pag. 25).
Por otro lado, estudios llevados a cabo en distintos paises muestran que los fragmentos 1S6110 e

IS1081 estan presente en la mayoria de cepas y en mayor nimero de copias de las micobacterias

M. tuberculosis y M. bovis, respectivamente. Se requiere realizar estudios conclusivos para
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reconocer el mejor biomarcador para la identificacion de Tuberculosis bovina en lesiones

compatibles (Quezada y Retamal, 2010 pég. 27)

119.11L PCR multiplex

El objetivo de una PCR multiplex es la amplificacién simultanea de distintas secuencias
especificas en un mismo tubo. Tanto los reactivos como el programa empleado durante este test
deben ser adecuados para permitir la deteccion de cada una de las dianas, sin inhibir la de las
demés. Para lograr una correcta amplificacion, se pueden realizar ajustes en los distintos
parametros como son; la concentracion de magnesio; cebadores; el tipo y cantidad de ADN

polimerasa (Méndez y Pérez, 2004 pag. 184).

Los cebadores y el programa empleado deben tener en cuenta varios indicadores como son;
eleccion o disefio de oligonucle6tidos que no interactlen entre si para evitar la formacion de
oligbmeros; temperaturas de anillamiento similares; cada pareja debe amplificar una secuencia
diana y; las secuencias generadas deben tener distintos tamafios para separar y diferenciar
correctamente los amplicones. En referencia a la cantidad y calidad del ADN molde, se debe partir
de la menor concentracién posible y de la ausencia de sustancias inhibidoras para evitar
interferencias en la reaccion. Dependiendo del tipo de muestra inicial, los protocoles de

purificacion pueden variar (Méndez y Pérez, 2004 péag. 185).

1.1.10. Tratamiento

Aquellos animales con pruebas positivas a TBB es poco probable que sean tratados,
principalmente por ser un tratamiento muy largo y costo, corriendo el riesgo de extender mas la
infeccidn, por tal motivo la mejor forma de erradicar y reducir la propagacién del patégeno es
mediante el sacrificio y decomiso total de aquellos animales positivos a pruebas de diagnéstico,

y asi poder establecer un control epidemioldgico en la zona (Rodriguez, 2006 pag. 18).

La correcta pasteurizacion de la leche forma parte de las actividades esenciales que se deben
realizar en la produccion lactea para eliminar las Mycobacterias e impedir una zoonosis, ya que
sera utilizada para el consumo y elaboracién de productos lacteos, sin embargo, existen estudios
donde se indican casos especificos y poco frecuentes de contagio a través del consumo de carne

y de heridas cutaneas (Rodriguez, 2006 pag. 18).

Como lo hemos mencionado anteriormente la tuberculosis en humanos es causada principalmente

por Mycobacterium tuberculosis el cual se trata bajo diferentes dosis y con el uso simultaneo de
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varios farmacos antimicrobianos durante todo el tratamiento, y con pequefios cambios, pero

importantes si se tratara de un contagio por Mycobactrium bovis en humanos (Rodriguez, 2006 pag.
19).

Los farmacos antituberculosos se clasifican en 2 grupos en funcion a su eficacia, potencia, efecto
toxico y tolerabilidad. El primero incluye los llamados de primera linea, que se utilizan para el
tratamiento inicial de la tuberculosis. El segundo lo forman los de segunda linea o de reserva,
usados para las formas de tuberculosis resistentes a los anteriores o como alternativa en
situaciones clinicas aisladas. Los farmacos de primera linea son rifampicina, isoniacida,
pirazinamida, etambutol y estreptomicina. El grupo de los de segunda linea lo forman

protionamida, cicloserina, capreomicina, y clofazimina (Ayala, 2007 pag. 90).

1111 Prevencidn, Control y erradicacién

En Ecuador el control y prevencion de la TBB tiene seguimiento a través de un programa
voluntario supervisado por la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro
(AGROCALIDAD), el protocolo de certificacion para predios libres de tuberculosis bovina, tiene
como objetico crear un control epidemioldgico en las areas afectadas, y para esto se solicita a las
ganaderias realizar dos pruebas de tuberculina ano caudal a bovinos mayores de seis meses de
edad, con un intervalo entre prueba y prueba de 120 y 180 dias, todo esto bajo la supervision del

médico veterinario oficial (AGROCALIDAD, 2016; citado en Cruz y Pozo 2019 pég. 20)

La prueba cervical comparativa se la realiza siempre y cuando al menos una de las dos pruebas de
tuberculina resulte positiva, con el objetivo de confirmar los posibles casos sospechosos, y asi
poder implementar el sistema de vigilancia para un correcto control sanitario, basado en el
sacrificio de los bovinos hasta 30 dias después de los resultados positivos, al mismo tiempo se

recomienda enterrar a los bovinos sacrificados a una profundidad minima de 1 my cubrir con cal
(AGROCALIDAD, 2016; citado en Cruz y Pozo 2019 pég.20).

Es necesario crear campafias de capacitacion y concientizacion para que los productores aporten
al cumplimiento del protocolo de regulacion establecido por AGROCALIDAD vy de esta forma
implementar un control y erradicacion eficaz de la enfermedad. Las entidades gubernamentales
encargadas del seguimiento y asesoramiento agropecuario deberian buscar alternativas de
compensacion por el sacrificio de bovinos, ya que dicha actividad genera pérdidas cuantiosas al

productor (Avila, 2018; citado en Cruz y Pozo 2019 pag. 21).
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Entre las ventajas de poseer predios libres de Tuberculosis, esta el precio de los animales, el cual
incrementa considerablemente, al igual que su carne, leche y derivados, también se cumple con
uno de los requisitos para poder exportar dichos productos a varios paises, y otra es que los

trabajadores agropecuarios al igual que sus familias no corren riesgo de transmision
(AGROCALIDAD, 2008; citado en Vinueza, 2015 pag. 22).

Se han obtenido resultados positivos para contener la enfermedad siguiendo otros protocolos de
erradicacién, como el de minimizar el tiempo de permanencia en el hato de bovinos positivos,
restringir la movilidad de animales enfermos, implementar la cuarentena en producciones donde
se sospeche la presencia de bovinos infectados, o en animales nuevos que ingresan al hato, poner
en practica los protocolos de vigilancia epidemiolégica en centros de faenamiento como es el caso
de la inspeccidn postmortem, considerar alimentar con leche pasteurizada a terneros, y todo esto

acompafiado de una trazabilidad eficaz (Cruz y Pozo 2019 pag. 23).

Actualmente la Gnica vacuna disponible contra el M. bovis es la de Bacilo de Calmette-Guerin
(BCG), conformada por una cepa viva de M. bovis atenuada, con resultados variables debido a
factores, como: protocolo de vacunacion, exposicion de micobacterias atipicas, y desarrollo de la
vacuna. Cabe resaltar que alun no existe algln tipo de inmunizacién totalmente eficiente para
prevenir la TBB, de hecho, esta prohibida el uso de esta vacuna en varios paises de la Union

Europea por generar reaccion cruzada con la prueba de la tuberculina (OIE, 2008; citado en Pillacho,
2015 pag. 22).

Sin embargo, estudios realizados en animales salvajes ha demostrado que la vacuna puede reducir

la carga bacteriana, el nimero y tamafio de granulomas evitando diseminacion rapida de la

enfermedad (Ramos, 2017 pag. 29).

1.1.12. Pérdidas econémicas

La tuberculosis bovina genera grandes pérdidas no solo al sector agropecuario sino también a todo

el sector productivo, abarcando tres aspectos diferentes:

1. Pérdidas Directas de Produccion:

o Existe perdida en la eficiencia productiva en aquellos bovinos que alcanzan el 10 % de
ganancia en su peso corporal ya sea en kilos de carne como en produccion de leche.
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e  Disminuye el pico de produccion y duracion de la lactancia a la mitad a partir de la séptima
lactancia, es decir, el promedio de 270 dias en la 12 lactancia disminuye a 131 dias.

e El porcentaje de fertilidad se reduce hasta en un 6%.

e  Se pierde aproximadamente un 15% del peso normal de forma paulatina.

e  Genera predisposicion a otras enfermedades, por la reduccion de la inmunidad.

e Vacas infectadas presentan una probabilidad del 5 al 10% de desarrollaresterilidad.

2. Comercio interior y exterior: el productor aprecia una gran diferencia de ingresos econémicos
en la compra y venta de productos y subproductos pecuarios, cuando son obtenidos de animales
enfermos, y en mercados internacionales el seguimiento y regulacién sanitaria influyen

considerablemente en la adquisicion de los productos.

3. Salud publica: disminucién productiva por incapacidad parcial o totaldel personal vinculado a
la zona lactea y ganadera, asi mismo como veterinarios, trabajadores de mataderos, entre otros.
Posiblemente lo esencial es evaluar la consecuencia de la patologia en quienes demandan

productos de origen tanto carnicos como lacteos (INIA, 2004; citado en Vinueza, 2015pég.23-24).

1113 Epidemiologia

11131 Tuberculosis bovina en seres humanos a nivel mundial

A nivel mundial, se registr6 aproximadamente 10 millones de personas que enfermaron de
tuberculosis en 2018, variando enormemente la carga de morbilidad de un pais a otro, desde menos
de 5 a méas de 500 nuevos casos por 100000 habitantes cada afio. Basados en estas cifras la OMS
reporto que 147 000 casos a nivel mundial eran causados por TBB y 12 500 muertes por dicha

causa. (OMS, 2019 pag. 2)

Un estudio realizado en Estados Unidos, especificamente California en el afio 2013 demostré que
la tuberculosis por M bovis represento el 45% de los casos de tuberculosis en nifios y el 6% de los
casos de tuberculosis en adultos, y que la tasa de mortalidad durante el tratamiento fue mas alta
para los pacientes con M bovis que para pacientes con M. tuberculosis. Otros estudios demostraron
la presencia de M bovis en subgrupos evaluados de pacientes con tuberculosis en México (28%),
Nigeria (15%), Tanzania (16%), Etiopia (17%), India (9%), y Turquia (5%) (Olea

etal., 2017 pag. 3)

La mayoria de los casos de tuberculosis de 2018 se registraron en las Regiones de la OMS de Asia

Sudoriental (44%), Africa (24%) y el Pacifico Occidental (18%), con porcentajesmenores
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en el Mediterraneo Oriental (8%), las Américas (3%) y Europa (3%). Ocho paises representaban
dos tercios del total mundial: India (27%), China (9%), Indonesia (8%), Filipinas (6%), Pakistan
(6%), Nigeria (4%), Bangladesh (4%) y Sudéfrica (3%). Estos paises mas los otros 22 de la lista
OMS de los 30 paises con alta carga de tuberculosis abarcaron el 87 % de los casos mundiales,

como se puede observar en la figura 1-1 (OMS, 2019 pag. 2)

0

Percentage
[ 099

B 10-39
Bl 069

Bl -0

:] No data
D Not applicable

Figura 1-1: Porcentaje de casos de tuberculosis en humanos a nivel mundial
Fuente: (OMS, 2018 pag. 78)

11.13.2. Tuberculosis bovina en seres humanos en el Ecuador

Actualmente se desconoce la prevalencia de tuberculosis en humanos causada por M. bovis en
Ecuador. Generalmente, el diagnéstico de esta enfermedad se realiza a través del examen directo
del esputo (baciloscopia), mismo que no permite distinguir entre las especies M. bovis y M.
tuberculosis. Por otro lado, el diagndstico mediante cultivo es una préctica escasa en Ecuador, sin
embargo, cuando se realiza, no se llega a la identificacion a nivel de especie. Es importante
recalcar que el registro de datos de prevalencia perteneciente a las areas rurales, donde se
encuentra el mayor grupo de riesgo, se ve limitado gracias a la falta de laboratorios capacitados

en estas zonas (Jacobus, 2005 pag. 366)

11133 Tuberculosis bovina en ganado bovino a nivel mundial
Mundialmente, existe una amplia distribucién de tuberculosis bovina, tanto en animales como en

fauna silvestre. Durante enero del 2017 y junio del 2018, la OIE registro que 43,6% (82/188) de

paises y territorios se vieron afectados por Tuberculosis bovina; 35,4% (29/82) paises registraron
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presencia de la infeccion en ganado y fauna silvestre; 2,4% (2/82) paises registraron infeccion
solamente en la fauna silvestre; 62,2% (51/182) paises registraron la enfermedad en ganado,
finalmente; 80,5% (66/82) de los paises proporcionaron datos cuantitativos sobre los brotes, como
se indica en la figura 2-1. Dado que los animales silvestres actlan como reservorios y
hospedadores secundarios, su potencial como vectores de transmisién dificulta el control de la

infeccion en algunos paises (Murai et al., 2019 pég. 3)

B Presente tanto en animales domésticos como en animales silvestres
I Presente en animales domésticos

[ Presente en animales silvestres

[ Ausente

[ Sin informacion

* Datos proparcionados par Morruecos

Figura 2-1: Distribucion mundial de la tuberculosis bovina en 2017 y el primer semestre del 2018

Fuente: (Murai et al., 2019)

11134, Tuberculosis bovina en ganado bovino a nivel del Ecuador

Ecuador no presenta registros de prevalencia de TBB a nivel nacional, sin embargo, se encuentra
entre uno de los paises de América Latina con una prevalencia relativamente alta, existen datos
no bien reportados ni cuantificados, esto debido al uso limitado de pruebas diagnésticas y a una
ineficiente y escaza inspeccion veterinaria en los camales municipales. los pocos registros sobre

la enfermedad estan basados en estudios aislados (Suquilanda, 2015 pag. 11-12).

En la tabla 2-1 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,
clasificados y distribuidos en un mapa para un mejor entendimiento acerca de la epidemiologia

de la TBB en el pais, como se indica en el gréafico 1-1
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Tabla 2-1: Porcentajes de prevalencia de Tuberculosis bovina en Ecuador, basadoen
investigaciones aisladas realizadas desde el afio 2008 hasta el 2019

Autor y afio Provincia Cantén Tipo de prueba Prevalencia

Fuentes et al., Pichincha Cutuglahua (Canton Mejia) Prueba de tuberculina 3,23%

2008

Fuentes et al., Pichincha Aloasi (Cantén Mejia) Prueba de tuberculina 0,83%

2008

Herrera, 2011 Imbabura Otavalo Prueba de tuberculina 6,9%

Echeverria, Pichincha Cayambe Nested PCR 4,059%

2011

Echeverria, Tungurahua Pelileo Nested PCR 4,56%

2011

Paccha, 2012 Loja Hoya (Loja) Prueba de tuberculina 6%

Guaman, 2012 Chimborazo Tunshi Politécnica  Prueba de tuberculina 7,69%
(Riobamba)

Guaman, 2012 Chimborazo Molobog (Riobamba) Prueba de tuberculina 7,77%

Zambrano, 2013  Los Rios Quevedo Prueba de tuberculina 12,86%

Quinatoa & Cotopaxi Latacunga Prueba de tuberculina 8,47%

Chicaiza, 2013

Quinatoa & Carchi Tulcan Prueba de tuberculina 3,57%

Chicaiza, 2013

Quinatoa & Imbabura Ibarra Prueba de tuberculina 4,55%

Chicaiza, 2013

Cushicéndor, Pichincha Mejia Inspeccion Macroscopica y 1,52%

2014 Cultivo Bacteriolégico

Moyano et al., Napo Carlos Julio Arosemena Tola  Prueba de tuberculina 0%

2014

Suquilanda, Loja Loja Tincidn por Ziehl Neelsen 27,56%

2015

Hurtado, 2015 Esmeraldas Esmeraldas, Eloy Alfaro y Prueba de tuberculina 22%
Quinindé

Paillacho, 2015  Carchi Parroquia Santa Marta de Prueba de tuberculina 0,54%
Cuba (Cantén Tulcéan)

Roa, 2015 Loja Loja Kit Pure Link Genomicy PCR  43,13%

Vinueza, 2015 Chimborazo Chambo Prueba de tuberculina 0,73%

Roman & Loja Loja Prueba de tuberculina 6,16%

Chévez, 2016

Andrade, 2016 Santo Domingo de  Santo Domingo Prueba de tuberculina 0%

los Tséchilas
Ramos, 2017 El Oro Parte baja de la Provincia Prueba de tuberculina 0%
Salazar, 2017 Santa Elena Sur y Este de la provincia Prueba de tuberculina Sur=6,33%
Este=
3,19%

Palacios, 2018 Guayas El Empalme LAMP 33,15%

Nuques, 2019 Guayas Bucay Prueba de tuberculina 0%

Orbe, 2019 Carchi Parroquia Tulcan (Canton Prueba de tuberculina 1,05%
Tulcan)

Pluas, 2019 Los Rios Buena Fe LAMP 56,07%

Fuente: (Vitonera, 2020 pag. 32, 33,34)
Realizado por: Guananga, Brenda.2020
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No hay
datos

Grafico 1-1:  Situacion epidemioldgica de la Tuberculosis bovina en el Ecuador, en base a
investigaciones aisladas realizadas desde el afio 2008 al 2019

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020
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CAPITULO 11

2. MARCO METODOLOGICO REFERENCIAL

2.1. Localizacion y duracion del experimento

El trabajo de campo de la presenta investigacién se realiz6 en el Camal Municipal de Riobamba
ubicado en la provincia de Chimborazo, cantén Riobamba, al sur de la ciudad, en la Avenida
Leopoldo Freire y Circunvalacion. Mientras que el diagnostico se lo realizo en el Centro
Internacional de Zoonosis (ClZ), ubicado en la Universidad Central del Ecuador, 3er Piso,
Edificio del Servicio Médico, Ciudadela Universitaria. Quito-Ecuador.

El trabajo experimental tuvo una duracion de 60 dias los mismos que fueron distribuidos segln
las necesidades de tiempo para cada actividad, iniciando por la toma de muestras de ganglios
linfaticos y pulmones de los bovinos faenados en el Camal Municipal de Riobamba y concluyendo

conel procesamiento y diagndstico de las muestras enviadas al Centro Internacional de Zoonosis.

Las condiciones meteoroldgicas en las que se encuentra la ciudad de Riobamba se describen a

continuacion en la tabla 1-2.

Tabla 1-2: Condiciones meteoroldgicas de la ciudad de Riobamba

PARAMETROS VALORES
Precipitacion promedio anual 561 mm
Temperatura media anual 14 °C
Humedad relativa 55 %
Rango altitudinal 2.754 msnm

Fuente: (CONAGOPARE, 2020)

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

2.2. Unidades experimentales

La poblacion de estudio estuvo constituida por los bovinos faenados en el camal Municipal de
Riobamba durante el mes de Setiembre del 2019, tomando en cuenta que no se han realizado

estudios previos sobre esta enfermedad en el sitio.
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Se trabaj6é con la muestra recomendada para determinar prevalencia estadisticamente

significativa: 384 animales, tomados al azar, bajo un muestreo sistematico aleatorio. Calculada

con la férmula correspondiente para un intervalo de confianza del 95%.

2.3.

n— 1,962Pexp(1 — Pexp)

d2

2
n =196 (09)A-05)_ 384 hovinos faenados.

n = tamafo de la muestra

(0,05)2

Pexp = probabilidad de las incertidumbres involucradas (50%)

d = precision absoluta (5%)
(Thrusfield, 2008)

Materiales, equipos y reactivos

Los materiales, equipos y reactivos que se utilizaron fueron los siguientes:

2.3.1. Materiales

23.1.1 Materiales de campo
e Mandil

e Delantal Pvc

e Mascarilla

e Cofia

Guantes delatex

Botas de caucho
Cuchillo

Cloro al 5% diluido
Fundas Ziploc

Cooler de espuma Flex
Hielera

Hojas de registro

Guia de movilizacion de los bovinos
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2.3.1.2. Materiales de laboratorio

Mandil

Bata quirurgica
Guantes

Mascarillas
Cofia
Gradillas

Bolitas de acero inoxidables
Tijeras y pinzas
Tubos de ensayo estériles
Vasos de precipitacion
Matraz Erlenmeyer
Probetas

Porta y cubre objetos
Juego de Pipetas calibradas
Pipetas desechables

Frascos con tapon de rosca diferentes tamafios

Mechero de bunsen

23.2. Equipos

Cabina de Bioseguridad (ESCO, Class 11 BSC)
Centrifuga (SIGMA,; 2-5)

Autoclave (TRIDENT MEDICAL; EA-632)
Incubadora (37°C) (memmert; 100-800)
Refrigeradora (G. E.; TA04D04)

Vortex (Fisher Scientific; 52BF)
Termociclador (BIO RAD C 1000)
Electroforesis (LABNEL)

Microscopio

Laptop

Refrigeradora

Licuadora
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2.3.3. Reactivos

2.33.1. Reactivos para el cultivo in vitro

e Agua destilada estéril.

e Alcohol acido al 3% (HCL)

o HPC (cloruro de hexadecilpiridina) 0.75%
e Azul de metileno.

e Fucsina bésica 2%

e Gilicerol

e Piruvato de sodio

e Huevos frescos

o Base para el medio Lowenstein-Jensen (LJ) y Stonebrink (ST)

2332 Reactivos Para PCR multiplex

e Agua ultra pura

e Gel de agarosa

e Buffer TE (Tris, EDTA)

e MgSO4 (Sulfato demagnesio)

e dNTPs (Nucleosidotrifosfato)

e Taqg polimerasa

e  Primers para los fragmentos RD1 y RD9 de M. bovis y M .tuberculosis

e Marcadores de peso molecular de 100 pb (pares de bases)

24. Tratamiento y disefio experimental
El presente trabajo no dispone de tratamientos. Se manejaron resultados de presencia o ausencia
(2 variables dependientes) de TBB y las variables edad, sexo y procedencia (3 variables

independientes). Y por tratarse de un diagnostico evaluativo cualitativo, no se emple6 un disefio

estricto, sino mas bien fue un muestreo el que determino la secuencia légica del experimento.

2.5. Mediciones experimentales

Las mediciones que se tomaron en cuenta en la investigacion fueron:
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e  Descripcion de la toma de muestras (edad, sexo, procedencia) %

o Identificacion del complejo Mycobacterium tuberculosis por aislamiento microbiolégico
(positivo/negativo)

e Identificacion de M.bovis por PCR multiplex (positivo/negativo)
e  Andlisis de la TBB con las variables independientes (edad, sexo y procedencia)
e  Prevalencia de TBB en %

2.6. Analisis estadistico y pruebas de significancia

Esta investigacion es de disefio transversal descriptivo, y su significancia fue determinada a través
de la prueba Chi-cuadrado (y?) del tipo; prueba de independencia, la cual permite establecer si
existe 0 no una asociacion estadistica significativa entre la Tuberculosis bovina con respecto a la

edad, sexo, y procedencia de los bovinos muestreados

(0 — E)?

X2(df) =5 ———

Donde:

X2= Chi cuadrada

df = grados de libertad

>'=suma

O= evento observado

E = eventos esperados

(Galindo, 2008, p.8)

2.1. Procedimiento experimental

2.7.1. Toma de muestras

Basados en el manual de procedimiento para la toma y envio de muestras para el cultivo
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Microbiolégico de Tuberculosis, principalmente en la directiva 64/432/ECC (VISAVET, 2017)

se tomaron muestras de ganglios mediastinicos, traqueo bronquiales y muestras de pulmén,

independientemente de la presencia y/o ausencia de lesiones compatibles.

Se utilizé un cuchillo desinfectado con cloro al 10% y bajo medidas de asepsia adecuadas,
se cortaron los ganglios identificados previamente.

Las muestras de cada animal fueron recogidas en fundas herméticas estériles (ziploc),
previamente identificadas con el correspondiente cédigo
Se transportaron las muestras en un cooler de espuma Flex, hasta un congelador
previamente esterilizado.

Las muestras fueron enviadas al laboratorio del CIZ en Quito, cada semana utilizando hielo
dentro del cooler para mantenerlas frescas, y al llegar al laboratorio fueron congeladas a -
20°C hasta su procesamiento.

Se utilizaron las guias de movilizacion emitidas por AGROCALIDAD para obtener datos
en cuanto al sexo, edad y procedencia de los animales muestreados. Los datos fueron

transcritos a la hoja de registro

2.7.1.1. Procesamiento de las muestras en el laboratorio

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo usando técnicas asépticas en el laboratorio
microbiologia nivel 3 de bioseguridad, en una cabina de seguridad bioldgica tipo 2B, para
evitar la contaminacion cruzada entre las muestras y su posible riesgo bioldgico.

Las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente horas antes de suprocesamiento
Se tomd 1 gr de cada muestra utilizando una pinza y una tijera para cada toma, y se fueron
colocando en tubos estériles de 12 ml codificados previamente con los codigos pertenecientes
a cada muestra.

Se coloc6 5 ml de agua destilada y 6 esferas de acero en cada uno de los tubos

Se utiliz6 el vortex para homogenizar la muestra, durante 15 minutos, 3 ciclos a 100 rpm,
dejando reposar las muestras por 5 minutos y repitiéndose todo el proceso 3veces mas.

Al terminar cada repeticion se desechd la suspension.

Se colocé el agua destilada por cuarta vez, se homogenizo y se transfirio la suspension a tubos
mas pequefios (3ml) para su utilizacion en el medio de cultivo Lowenstein-Jensen y
Stonebrink, y el sobrante se almacen6 en un tubo de 1.5 ml, a -20 °C

2.7.1.2. Descontaminacién

La descontaminacién de las muestras se la realizo con HPC al 0.75% en un volumen de 1:2.
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e Ladilucion fue homogenizada en el vértex y se incubo a 37 °C por 20 minutos, con
agitaciones intermitentes cada 5 min.

e Se colocaron los tubos en la centrifuga durante 20 minutos a (2000 a 3000 rpm).
e Se descartd el sobrenadante y se afiadié 500 ul de H20.

e Lostubos se trasladan a la cabina de seguridad biol6gica para realizar lasiembra

2.7.13. Preparacion de medios de cultivo para micobacterias

Este instructivo de preparacion es el utilizado por el instituto de investigacion en zoonosis

a. Procedimiento LOWENSTEIN-JENSEN

e Suspender 37.2 g de agar Lowenstein Medium Base en 600 ml de aguadestilada

e Anadir 12 ml de glicerol

e Calentar agitando frecuentemente hasta que el medio hierva

e Autoclavar a 121°C durante 12 minutos

o enfriar aproximadamente a 50°C

e Mientras tanto lavar los huevos y sumergirlos en etanol al 70 % durante 10 minutos, batirlos
y filtrarlos usando un embudo forrado con gas estéril hasta obtener 2000 ml que corresponden
aproximadamente a 20 huevos

e Anadir los huevos, mezclar y dispensar en tubos de vidrio estériles, aproximadamente 6 ml
por tubo

e Incubar los tubos en posicion inclinada a 80 °C durante 80 minutos.

b. Procedimiento STONEBRINK

e  Suspender 37.2 g de agar Lowenstein Medium Base a en 600 ml de aguadestilada

e Anadir 6 gr de piruvato de sodio

e Calentar agitando frecuentemente hasta que el medio hierva

e Autoclavar a 121°C durante 15 minutos

e  Enfriar aproximadamente a 50°C

e  Mientras tanto lavar los huevos y sumergirlos en etanol al 70 % durante 10 minutos, batirlos

y filtrarlos usando un embudo forrado con gas estéril hasta obtener 2000 ml que corresponden
aproximadamente a 20 huevos

e Afiadir los huevos, mezclar y dispensar en tubos de vidrio estériles, aproximadamente 6 ml
por tubo
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e Incubar los tubos en posicién inclinada, a 80°C durante 80 minutos

2.7.2. Siembra

o Ladilucién se transfirié cuidadosa y homogéneamente en los tubos de ensayo con el medio
ya solidificado, realizando un movimiento rotatorio suave

o Los tubos se incubaron a 37 °C con las tapas flojas y en posicion inclinada durante una
semana para un secado completo de la dilucion en toda la superficie del medio, y a partir de
la segunda semana en posicién vertical.

o Los tubos fueron revisados de forma periddica durante 9 semanas.

2.1.3. Baciloscopia

Enel presente estudio se utilizé la Tincidn de Ziehl-Neelsen después de haber observado posibles

crecimientos de micobacterias en el cultivo bacterioldgico, bajo elsiguiente procedimiento:

e  Setomod una muestra de las colonias de micobacterias desarrolladas en el medio, haciendo
un barrido de estas en la porta objetos

e Secoloco sobre el soporte los porta objetos y fueron fijadas para conservar una distancia de
al menos 1 cm entre ellos.

e  Secubrié totalmente la superficie con fucsina fenicada, dispersando el colorante suavemente

e  Seutiliz6 un algodén empapado en alcohol como mechero para calentar por debajo del porta
objetos con movimientos de vaivén hasta observar que empiece a evaporarse,
aproximadamente 5 minutos

e  Seescurrio el exceso de coloracion y se coloc6 acido alcohol para que aquellas micobacterias
que hayan retenido el &cido micdlico continien manteniendo el colorante y puedan

observarse bajo el microscopio con el lente 100 x de inmersion

2.174. Extraccion de DNA

En la extraccion de DNA se utiliz6 el protocolo de Boiling

e Secoloco 5 colonias extraidas del medio de cultivo en 400 ul de buffer tamponTE (Tris-
EDTA) durante 10 minutos a 100 ° C.
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e  Seespera 20 minutos a que exista una precipitacion por gravedad y se toma el material
genético en suspension.

2.7.5. PCR multiplex
Se busca identificar un fragmento RD 9 y RD1 para M. bovis y M. tuberculosis, con el objetivo

de discriminar una posible antropozoonosis en el caso de existir M. tuberculosis en las muestras

tomadas. Los primers utilizados segln la banda de identificacion se muestran en la Tabla 2-2

Tabla 2-2: Bandas de identificacion y secuencia de primers utilizados para el master mix

M.bovis

Bandas de identificacion Secuencia de primers
RD9 (108 p b) 5'-CAAGTTGCCGTTTCGAGCC-3'
5'-CAATGTTTGTTGCGCTGC-3'
5'-GCTACCCTCGACCAAGTGTT-3'
RD1 (146-150 pb) 5'-AAGCGGTTGCCGCCGACCGACC-3'
5'-CTGGCTATATTCCTGGGCCCGG-3'
5'-GAGGCGATCTGGCGGTTTGGGG-3'

M. tuberculosis

Bandas de identificacion Secuencia de cebadores
RD9 (235 pb) 5'-CAAGTTGCCGTTTCGAGCC-3'
5'-CAATGTTTGTTGCGCTGC-3'
5'-GCTACCCTCGACCAAGTGTT-3'
RD1 (146-150 pb) 5'-AAGCGGTTGCCGCCGACCGACC-3'
5'-CTGGCTATATTCCTGGGCCCGG-3'
5'-GAGGCGATCTGGCGGTTTGGGG-3'

Fuente: Parsons et al., 2002 pag. 2341

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

e Se preparé el master mix en un tubo de 1.5 ml, colocado a 0° C. Los célculos fueron
realizados previamente para un volumen de reaccion final de 23 pl, y se afiadid los reactivos

en el orden y cantidades que se indica a continuacion en la tabla 3-2
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Tabla 3-2: Reactivos utilizados para el master mix

Reactivo Concentraciones Concentraciones V1
iniciales finales
H20 - - 14.40 pl
Buffer 10X 1X 25l
MgSO4 25 mM 1.5mM 15 pl
dNTPs 10 mM 0.2mM 0.5 ul
RD1 (1) 100 mM 1.8 pmol/ul 0.45 pl
RD1 (2) 100 mM 0.6 pmol/ul 0.15 pl
RD9 (1) 100 mM 1.8 pmol/ul 0.45 pl
RD9 (2) 100 mM 0.6 pmol/ul 0.15 pl
Taq 50/ul 20/100 ul 0.20 pl

Fuente: (ClZ, 2020)
Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

e  Se coloc6 23 pl del mix en tubos de 200 pl, colocados previamente a0°
e A cada tubo de 200 pl colocados en el termociclador se le agregé 5 ul de ADNextraido

e Serealiz6 la amplificacion en el equipo segun los parametros que se indican a continuacion
en la tabla 4-2

Tabla 4-2: Parametros ingresados en el termociclador

Parametros Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion Inicial 95C° 15 min
Desnaturalizacion 94 Ce 1 min
Hibridacion | 62 C° 1 min
Hibridacion 72C° 1 min
Replicacion 72C*° 1 min
Almacenamiento 12C-° 0

Fuente: ClZ, 2020
Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

e El nimero de ciclos fue de 40

2.7.6. Electroforesis

e Las bandas se visualizaron en gel de agarosa al 2%, la cual fue preparada con 100 plde
buffer TBE y 2 gr de agarosa.

e Secoloco las muestras en el tanque de electroforesis, con el marcador de peso molecular
(100 pb) a 100 voltios durante 45 minutos.

e  Por tltimo, se observé las bandas con luz uv en eltransiluminador
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2.8. Metodologia de evaluacion

2.8.1. Descripcion de la toma de muestras

El nimero de animales muestreados en el Camal Municipal de Riobamba fue de 384, los cuales
fueron clasificados segln edad (Gréafico 1-2), sexo (Grafico 2-2), y por lugar de procedencia;
segun la provincia (Gréafico 3-3) y segun el cantdn (Gréafico 4-2). Los rangos de edad establecidos
se basan en las categorias zootécnicas aprobadas para faenamiento en camales, y en cuanto a la
procedencia, al ser muestras tomadas directamente del camal municipal de Riobamba se tenia

previsto que el mayor nimero de bovinos provendrian de la provincia de Chimborazo.

B 2436 meses
B 37-49meses

U 50-62 meses

Graéfico 1-2: Distribucion de los bovinos muestreados en el Camal Municipal de Riobamba por
edad

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020
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45,31%

45,31% B Machos

m Hembras

Graéfico 2-2: Distribucién de los bovinos muestreados en el Camal Municipal de Riobamba por

SEXO

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

89,06%
9,90%
- 0,78% 0,26%
Chimborazo Tungurahua Morona Santiago Cafiar

Graéfico 3-2:  Distribucion de los bovinos muestreados en el Camal Municipal de Riobamba

segun su procedencia por provincia.

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020
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Graéfico 4-2: Distribucion de los bovinos muestreados en el Camal Municipal de Riobamba

segln su procedencia por provincia

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

2.8.2. Identificacion del complejo Mycobacterium tuberculoso por cultivo

bacterioldgico

Las muestras tomadas fueron descontaminadas y cultivadas en medios combinados (Stonebrink y
Lowenstein-Jensen) para el crecimiento de bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis y
fueron inspeccionadas periédicamente durante 9 semanas. Para identificar la presencia o ausencia
de mycobacterias se observo la forma, color y numero de colonias desarrolladas en el medio y se
confirmd por tincidén Zeinh Nelsen.

Dos muestras de las 384 tomadas del Camal Municipal de Riobamba presentaron material
genético perteneciente al complejo Micobacterium tuberculosis, y los resultados se muestran en

la siguiente tabla 5-2.
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Tabla 5-2: Muestras positivas al cultivo bacterioldgico y tincion Ziehl Neelsen

GENERO MYCOBACTERIUM

CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS TUBERCULOSIS

CODIGO
Color Forma Colonias Cultivo Ziehl Nelsen
20a 100
R 317 Miel Lisas (+) positivo positivo
R 382 Miel Lisas (+) positivo positivo

Fuente: CIZ, 2020
Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

2.8.3. Identificacion de la cepa M. bovis por PCR multiplex

La Confirmacion de la cepa M. bovis se la realizo utilizando PCR multiplex, ya que sirve como
prueba diagndstica y discriminatoria en el caso de existir otra cepa como M. tuberculosis en las
muestras. El fragmento de ADN amplificado en cada biopsia positiva se observé mediante
electroforesis, técnica que consiste en separar las moléculas de acidos nucleicos en un campo
eléctrico usando gel de agarosa al 2%. Se confirmé la presencia de M. bovis en las dos muestras

positivas al cultivo bacterioldgico y tincion Ziehl Neelsen, demostrado en la tabla 6-2

Tabla 6-2: Muestras positivas al PCR multiplex

M.bovis
GENERO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS

CODIGO Cultivo Ziehl Neelsen PCR

R 317 positivo positivo positivo

R 382 positivo positivo positivo
Fuente: CIZ, 2020
Realizado por: Guananga, Brenda. 2020
2.8.4. Andlisis de la TBB con las variables independientes (edad, sexo y procedencia)

Los datos recolectados se tabularon en el programa Microsoft Excel y la asociacién de la
TBB con la edad, sexo y procedencia del ganado se lo realizé utilizando la prueba Chi-
cuadrado mediante tablas dindmicas a través del paquete estadistico programa SPSS

version 22.
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2.8.5. Prevalencia de Tuberculosis bovina

Para determinar esta medicion experimental se tomd en cuenta los resultados obtenidos
utilizando el PCR como prueba diagnoéstica, aplicando la formula que a continuacion se

detalla.

# total de casos con TBB

P= . X100
H#totaldeanimates muestreados

(Esper y Machado, 2008)
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CAPITULO 111

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Prevalencia de tuberculosis bovina

En la tabla 1-3 se presenta la prevalencia de tuberculosis bovina en el Camal Municipal de
Riobamba, el cual fue del 0.52 %

Tabla 1-3: Prevalencia de tuberculosis bovina en el camal municipal de Riobamba

FRECUENCIA P %
POSITIVO 2 0,52
NEGATIVO 382 99,47
TOTAL 384 100

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

Lo que significa que, por cada 384 bovinos muestreados, se presentd una prevalencia de TBB del
0.52%, en el mes de setiembre del 2019 en el Camal Municipal de Riobamba a través de la técnica
molecular de PCR. Este resultado podria considerarse como bajo tomando en cuenta respecto al

namero de animales muestreados vs los casos positivos (2/384).

Resultado similar fue encontrado por Guardiola (2009) donde obtuvo una prevalencia del 0%
utilizando la misma prueba molecular para el diagndstico de la enfermedad, pero con previa
inspeccion macroscopica post-mortem en el camal de Torre6n México, asume el autor que pudo
deberse a una inadecuada descontaminacién de las muestras y problemas en la extraccion de ADN.
Caso similar a lo sucedido en la investigacion de Cruz y Pozo (2019) en bovinos faenados en el
camal de Daule Ecuador donde obtuvieron una prevalencia del 0% utilizando técnicas moleculares
para el diagnéstico de la enfermedad, el investigador asume que puedo deberse a la ausencia de
bovinos provenientes de la region sierra, lugar de donde proviene un mayor porcentaje de bovinos
de biotipo lechero de los cuales se ha obtenido prevalencias superiores con respecto a los bovinos

de biotipo carnicero ubicados con mayor frecuencia en la region costa.
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Caso diferente lo sucedido en el estudio realizado por Echeverria (2011) en los mataderos de los
cantones Cayambe y Pelileo en Ecuador, al utilizar la PCR como diagndstico, determino una
prevalencia del 4.33% (11/271) la cual considero alta en relacién al tamafio de la muestra.
Situacion similar a lo descrito por Bermeo (2019), quien con la técnica de Lamp estableci6 una
prevalencia del 61.5% en el Camal municipal de Quevedo, Ecuador. Suquilanda (2015) también
obtuvo una prevalencia relativamente alta; 27.56% (35/127) en el cantén Loja Ecuador, pero

utilizando la técnica de baciloscopia y tincion Ziehl-Neelsen.

Existen investigaciones realizados en otros paises a nivel de camales, pero con resultados
superiores a los obtenidos en el presente trabajo, como en Osorno Chile donde la prevalencia
obtenida por Flores (2012) fue del 1.89%, similar al obtenido por Torres (2009) en Argentina,
reportando 1.35% (128038/ 9472396) de prevalencia. Mientras que resultados a la par con la
presente investigacion se encontraron en Brasil, donde Baptista., et al (2004) determino una
prevalencia del 0.07% y por Shitaye., et al (2006) en Etiopia, donde la prevalencia fue del 0.050%
(699/1.336.266) utilizando el PCR como prueba diagndstica.

La baja prevalencia del presente trabajo podria deberse a que los bovinos que ingresan al
faenamiento en camales municipales son generalmente animales sanos, debido a que entidades
gubernamentales como (AGROCALIDAD) en Ecuador exigen un control veterinario estricto y
los productores pecuarios con animales enfermos evitan acudir a camales municipales, ya que, en
caso de encontrar lesiones compatibles con TBB el médico veterinario encargado decomisa
completamente la canal, generando pérdidas econémicas para el productor, a consecuencia de esto
se crean los camales clandestinos dentro de la ciudad, donde evidentemente no existe control
veterinario y faenan animales enfermos. También debe considerarse que al ser el PCR una técnica
molecular de alta sensibilidad y cualquier cambio o0 una mala practica en el procedimiento podria

alterar los resultados finales.

Diferentes estudios en el Ecuador han utilizado como diagndstico de TBB la prueba de la
tuberculina y muy pocos han utilizado pruebas moleculares para determinar la prevalencia,

por tal motivo se ha considerado relevante el anlisis de los mismos; como Guaman (2012) quien
reporto una prevalencia del 2.36% (3/127) con la prueba de la tuberculina en el canto Riobamba
Ecuador y Vinueza (2015) una prevalencia del 0.73% (1/136) en la hacienda Pucate en el canton
Chambo del mismo pais, resultados que probablemente se deban a la baja especificidad y
sensibilidad que tiene dicha prueba en el diagnostico de la enfermedad, y resultados ain mas bajos
obtenidos por Sanchez y Raul (2002) con el 0% de prevalencia en la provincia de Parinacochas
Per(, utilizando también la prueba de tuberculina como diagnéstico. Sherwood (1985) menciona

que es una prueba que debe considerar factores como; edad avanzada, baja sensibilidad, lugar de
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aplicacion y el estado de post-parto en bovinos como predisponentes hacia una respuesta alérgica

negativa.

Durnez et al., (2008) describe al PCR como una prueba que permite la deteccion de falsos positivos
y falsos negativos a la inspeccidn veterinaria, e incluso al cultivo bacteriolégico; ya que pueden
existir pocas bacterias viables en las muestras por uso de conservantes o por porgue no todas
crecen a 37 °C, lo cual daria un falso negativo, o si crecen no pertenecen al complejo
Mycobacterium tuberculoso (atipicas), dando un falso positivo, mientras que el PCR es mas fiable
al haber una amplificacion de una regién especifica de ADN del patégeno, y probablemente por
esta razdn se obtuvo una prevalencia menor en este trabajo en comparacion con aquellos estudios
donde utilizaron solamente la prueba de la tuberculina, inspeccion veterinaria y cultivo
bacteriolégico como diagnostico, y superior a otras investigaciones, quiza por el lugar de toma de
muestras, que no fueron solo de ganglios sino también de pulmones, ya que Demelash.,et al (2009)
demuestra al pulmén izquierdo como el primer sitio que M. bovis infecta, es decir que se podria
encontrar la enfermedad en estadios tempranos dependiendo de la muestra tomada. De igual forma
Abalos y Retamal (2004) menciona que se debe considerar a la enfermedad como endémica y su
prevalencia puede cambiar de acuerdo a la zona geografica, tipo de produccion (leche o carne) y
manejo (intensivo u extensivo). Asi es como la prevalencia podria estar subestimada o

sobreestimada en las investigaciones mencionadas por falta de pruebas moleculares.

3.2 ANALISIS DE LAS PRUEBAS DE ASOCIACION DE CHI-CUADRADO

Los resultados a presentarse se obtuvieron del muestreo del ganado que se faeno en el mes de
Setiembre del 2019 en el Camal Municipal de Riobamba

3.2.1. Andlisis de la tuberculosis bovina de acuerdo a laedad

En la tabla 2-3 se demuestra el resultado de la prueba de Chi-cuadrado donde se indica que no esta
asociada la variable edad con la tuberculosis bovina. La frecuencia de los casos positivos y
negativos segln su edad es la siguiente; el 0.71% (1/139) pertenecié a un bovino de entre (24-36)
meses de edad y el otro bovino 1.15 % (1/86) a un rango de edad entre (50-62) meses, los bovinos

de (37-49) meses no presentaron la enfermedad 0% (0 /157), como se indica en el grafico 1-3.
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Tabla 2-3: Tabla de Chi-cuadrado entre la edad de los bovinos muestreados y la Tuberculosis

bovina
Casos de Tuberculosis bovina
Edad (meses) —
Alternativas Positivos % Negativos % Total Chi Cuad.
24-36 1 0,71 139 99,29 140 0,10
37-49 0 0,00 157 100,00 157 0,82
50-62 1 1,15 86 98,85 87 0,66
Total 2 0,52 382 99,48 384
Chi Cal 1,59 ns
Chi 0.05,2 5,99
Chi 0.01,2 9,21
Realizado por: Guananga, Brenda. 2020
Positivos Negativos
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Edad de de los bovinos analizados

Grafico 1-3: Frecuencia de casos positivos y negativos de TBB segun la edad de los

bovinos muestreados
Realizado por: Guananga, B. 2020.

En el Camal Municipal de Riobamba se logré determinar que estadisticamente no hay una
asociacion significativa entre la edad de los animales y la tuberculosis bovina, lo que significa que
el camal en el que se realizo el muestreo, la edad no es un factor que influya en la aparicion de la
enfermedad. Resultados que concuerdan con los de Cushicondor (2014) quien al realizar el
diagnostico de la enfermedad en el matadero municipal del cantén Mejia Pichincha, determino
que la edad por si sola no es un factor asociado directamente con los casos positivos de TBB, lo
sucedido de igual forma en el estudio de Herrera (2011) donde la edad no resulté ser un factor de
importancia, sin embargo a pesar de que el valor obtenido es no significativo, de sus pocos casos
positivos, el 100% pertenecian a bovinos de entre 4 a 6 afios de edad (48-72 meses). Caso similar

a lo ocurrido en la presente investigacién donde se obtuvieron dos casos positivos en
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bovinos con edades entre (24-36) meses y (50-62) meses, lo que indica la presencia de la
enfermedad en animales jovenes que empiezan su vida productiva y en animales viejos al término

de la misma.

Echeverria (2011) en su investigacion en el camal del canton Cayambe demuestra también no
encontrar asociacion entre las dos variables de estudio, pero el mayor porcentaje de bovinos
positivos 90.91% (10/11) estuvieron en una edad menor a 6 afios (< 74 meses), al igual que Roa
(2015) quien menciona que de todos los casos positivos obtenidos en 3 ganaderias del cantén Loja
el 50% (22/44) pertenecia a animales de entre 2 y 4 afios de edad, demostrado asi que bovinos de
edades mas tempranas presentan la infeccion también, probablemente por el manejo y la
alimentacion de los mas jovenes (terneros), Garro (2011) indica que los terneros presentan una
elevada prevalencia de TBB en comparacion de los adultos, debido a la obligada convivencia con
posibles bovinos infectados y por ende al consumo de leche contaminada, a pesar de que algunos
autores ignoran y desvaloran esta via de contagio, nuevas técnicas mas sensibles destacan su

relevancia e importancia.

Caso contrario a lo sucedido en el estudio de Quinatoa y Chicaiza (2013) en las provincias de
Cotopaxi, Carchi e Imbabura; donde indican que la edad si esta asociada con la enfermedad,
principalmente hacia bovinos adultos, y por Suquilanda (2015) en el camal frigorifico de Loja
donde indica que el mayor porcentaje de bovinos positivos en su investigacion fueron mayores a
6 afios de edad, segin Roa (2015) esto sucede porque en los bovinos existe una reducida
capacidad protectiva del sistema inmune en base al manejo proporcionado a lo largo de su
vida, y también por estar expuestos a la enfermedad de manera mas frecuente y persistente cuando
se encuentran rodeados de animales infectados, o de forma directa cuando el patdégeno esta

presente por mucho tiempo en el medio ambiente.

Sirve de acotacién indicar que la mayoria de los animales faenados en camales municipales son
rechazo de lecheria, es decir vacas que han concluido su vida productiva, o que han presentado
enfermedades reproductivas o metabolicas en edades tempranas, y toros sin intereses
reproductivos y productivos , asi como también bovinos que por las necesidades econdmicas de
sus productores son faenados, lo cual hace que ingresen animales con rangos de edad muy
diferentes, y razon por la cual existen resultados tan variables en cuanto a la presencia de la
enfermedad en bovinos jovenes y viejos, confirmando que la TBB estd presente en todas las

edades.
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3.2.2. Anadlisis de la tuberculosis bovina de acuerdo al sexo

En la tabla 3-3 se demuestra el resultado de la prueba de Chi-cuadrado donde se indica que no esta
asociado el sexo del animal con la tuberculosis bovina. La frecuencia de los casos positivos y

negativos segun el sexo es la siguiente; el 1.15% (2/172) de hembras presentaron la enfermedad y

el 0% (0/210) en machos, como se indica en el grafico 2-3.

Tabla 3-3: Tabla de Chi-cuadrado entre el sexo de los bovinos muestreados y la Tuberculosis
bovina
Casos de Tuberculosis
Alternativas Positivos % Negativos % Total Chi Cuad.
Machos 0 0,00 210 100,00 210,00 1,10
Hembras 2 1,15 172 98,85 174,00 1,33
Total 2 0,52 382 99,48 384,00
Chi Cal 2,43 ns
Chi 0.05,1 3,84
Chi 0.01,1 6,63

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

Positivos Negativos
100,00
8 2
Q )
80,00 = >
S
© 60,00
(&)
[
(]
§ 40,00
= S =
20,00 S i
0,00
Machos Hembras

Sexo de los bovinos analizados

Grafico 2-3:  Frecuencia de casos positivos y negativos de TBB segun el sexo de losbovinos
muestreados

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

En el Camal Municipal de Riobamba se logré determinar que estadisticamente no hay una
asociacion significativa entre el sexo de los animales y la tuberculosis bovina, sin embargo de las
muestras positivas (2/384), el 100% pertenecia a hembras, caso similar a lo obtenido por Cruz y

Pozo (2019) en el camal del cantén Daule, al no encontrar diferencias estadisticas significativas
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entre estas dos variables, sin embargo de los pocas casos positivos, 4 pertenecieron a la categoria
hembras y 2 a machos, al igual que lo obtenido por Cushicondor (2014) quien indica en su
investigacion hecha en el camal del canton Mejia, que el sexo tampoco estuviera asociado a la
probabilidad de presentarse M.bovis en los animales, y el 100 % de sus muestras positivas (6/385)
fueron en hembras, Echeverria (2011) también presento resultados similares indicando que el sexo
no es un factor influyente en la aparicion de la enfermedad, pero de todas sus muestras positivas,

20 fueron hembras y 5 machos.

Por otro lado, estudios realizados en paises extranjeros indican lo contrario, donde el género es
considerado un factor de riesgo, como es el caso de Cadmus et al., (2010) quien indica que en
Nigeria las hembras tuvieron un mayor riesgo de presentar la enfermedad, al igual que un estudio
realizado en Etiopia central por Ameni y Erhikun (2007) donde hubo mayor nimero de casos

positivos en hembras.

La mayoria de las investigaciones de TBB realizadas en el pais, han demostrado tener un mayor
numero de casos positivos en hembras que en machos, lo que segun Proafio et al., (2006) se debe
al sistema de produccion en la que se encuentran las hembras, (intensivo/extensivo ) lo que hace
gue permanezcan estabuladas, en contacto directo con otros bovinos y bajo un estado de estrés
constante debido al nimero de partos y rendimiento de produccion lactea a lo largo de su vida,

por la que su sistema inmunol6gico se ve comprometido volviéndose susceptibles al patdgeno.

Existen muy pocos estudios donde el mayor nimero de casos positivos a la enfermedad fuera en
machos, como en la investigacion de Vanegas y Mora (2018) en un camal de la provincia del
Guayas, probablemente por haber tomado mas muestras en machos que en hembras, caso
entendible ya que en camales se faenan en mayor cantidad a toros. Ramos (2017) indica que el
sexo va a la par con el sistema de explotacion, y que es muy frecuente encontrar la enfermedad en
vacas de granjas lecheras, mientras que los toros que alcanzan una menor edad dentro de las
explotaciones presentan pocos casos positivos. Kazwala et al., (2001) demostré que los machos
podrian ser afectados por la enfermedad si son utilizados como bueyes. Estos resultados también
dependen mucho del control sanitario a la que los bovinos son sometidos previo al ingreso a fincas

de produccion.
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3.23. Andlisis de la tuberculosis bovina de acuerdo a la procedencia

3.2.3.1. Provincia

En la tabla 4-3 se demuestra el resultado de la prueba de Chi-cuadrado donde se indica que no esta

asociada la provincia como procedencia del animal con la tuberculosis bovina. La frecuencia de

los casos positivos y negativos segun la provincia es la siguiente; el 0.58% (2/340) de los bovinos

provenientes de Chimborazo presentaron la enfermedad y los bovinos provenientes de otras

provincias no la presentaron, como se indica en el gréfico 3-3.

Tabla4-3: Tablade Chi-cuadrado entre laprovincia de procedencia de los bovinos muestreados
y la Tuberculosis bovina

Casos de Tuberculosis

Alternativas Posit

ivos % Negativos % Total Chi Cuad.
Cafiar 0 0,00 1 100,00 1 0,01
Chimborazo 2 0,58 340 99,42 342 0,03
Morona Santiago 0 0,00 3 100,00 3 0,02
Tungurahua 0 0,00 38 100,00 38 0,20
Total 2 0,52 382 99,48 384
Chi Cal 0,25 ns
Chi 0.05,3 7,81
Chi 0.01,3 11,34
Realizado por: Guananga, Brenda. 2020
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Grafico 3-3:  Frecuencia de casos positivos y negativos de TBB segun laprovincia

Procedencia de los bovinos analizados (provincias)

de procedencia de los bovinos muestreados
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Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

52



Como era lo esperado, el Camal Municipal de Riobamba recibe un mayor nimero de bovinos
provenientes de la provincia de Chimborazo, seguido de Tungurahua, Morona Santiago y Cafiar,
entendible ya que son provincias que colindan y son cercanas entre ellas. Los dos casos positivos
encontrados fueron en la provincia de Chimborazo, sin embargo, estadisticamente no hay una
asociacion significativa entre la procedencia segun la provincia y la TBB, caso similar a lo
sucedido en el estudio de Cushicdndor (2014) el cual tampoco encontrd asociacion entre estas
variables, a pesar de haber detectado mayores casos positivos en el Cantén Mejia Pichincha.
Ramos (2017) manifiesta que esto puede suceder en regiones en donde se maneja un sistema de
produccién extensivo y por ende al reducir la concentracion animal también se disminuye la
transmision del patdgeno a través de la via respiratoria, bajando la prevalencia e incidencia en la

Zona.

Moyano et al., (2015) menciona que la region amazénica presenta una baja prevalencia de
enfermedades infecciosas por tener un sistema campesino de produccion, ofreciendo condiciones
naturales de aislamiento y trasladando a sus animales directamente a centros de consumo
localizados en el centro norte andino. Morales et al., (2009) explica que las provincias de Zamora
y Morona Santiago realizan un manejo de animales al sogueo, que reduciria los riesgos de contagio

de enfermedades infecciosas.

Sin embargo, Echeverria (2011) en su estudio demostr6é que esta variable si esta asociada a la
presencia de la enfermedad, principalmente la provincia de Imbabura, Tungurahua y Pichincha,
con respecto a Carchi, , Proafio et al., (2006) explica que esto podria suceder por ser una
enfermedad endémica en la zona de estudio, y a un mayor contacto entre animales o por no tener
control adecuado del desplazamiento del ganado, y Garbaccio et al.,(2016) describe al patdgeno
como capaz de sobrevivir varios meses en el ambiente, y principalmente en lugares, oscuros, frios

y himedos.

En el canton Loja, Roa (2015) en su estudio de la prevalencia de TBB indica que también existe
una asociacion significativa entre dichas variables ya que de las dieciséis, catorce de las parroquias
presentaron un gran nimero de casos positivos a la enfermedad, probablemente por un control
sanitario deficiente al no utilizar pruebas de diagnéstico adecuadas , que permitan detectar a
bovinos infectados para su descarté, y evitar la diseminacion de el patdgeno en diferentes hatos

ganaderos de la provincia
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3.23.2. Canton

En la tabla 5-3 se demuestra el resultado de la prueba de Chi-cuadrado donde se indica que no esta

asociada el cantén como procedencia del animal con la tuberculosis bovina. La frecuencia de los

casos positivos y negativos segun el canton es la siguiente; el 0.99% (2/203) de los bovinos

provenientes de Riobamba presentaron la enfermedad y los bovinos provenientes de los deméas

cantones no la presentaron, como se indica en el gréafico 4-3.

Tabla 5-3:

muestreados y la Tuberculosis bovina

Tabla de Chi-cuadrado entre el cantdn de procedencia de los bovinos

Casos deTuberculosis

Alternativas  Positivos % Negativos % Total Chi Cuad.
Alausi 0 0,00 5 100,00 5 0,03
Ambato 0 0,00 26 100,00 26 0,14
Azogues 0 0,00 1 100,00 1 0,01
Colta 0 0,00 9 100,00 9 0,05
Guamote 0 0,00 105 100,00 105 0,55
Guano 0 0,00 19 100,00 19 0,10
Mocha 0 0,00 11 100,00 11 0,06
Morona 0 0,00 3 100,00 3 0,02
Quero 0 0,00 2 100,00 2 0,01
Riobamba 2 0,99 201 99,01 203 0,84
Total 2 0,52 382 99,48 384
Chi Cal 1,79 ns
Chi 0.05,9 16,92
Chi 0.01,9 21,67

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020
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Grafico4-3:  Frecuenciade casos positivos y negativos de TBB segun el cantdn de procedencia
de los bovinos muestreados

Realizado por: Guananga, Brenda. 2020

En el Camal Municipal de Riobamba se logré determinar que estadisticamente no hay asociacion
significativa entre la procedencia de los bovinos de acuerdo al cantén con la TBB, debido a los
pocos casos positivos encontrados. Ya que el presente trabajo fue hecho a nivel de camal y con el
PCR como prueba diagnostica, es poco comparable con aquellas realizadas a nivel de hatos donde
utilizan a la tuberculina como diagndstico de la TBB, sin embargo, al haberse realizado en la

misma provincia se las ha considerado relevantes.

Guaman (2012) al diagnosticar la TBB con la prueba de la tuberculina en tres diferentes
comunidades de la parroquia Licto cantén Riobamba indica no haber encontrado asociacion entre
ellas con la presencia de la enfermedad. Sus casos positivos fueron (3/127), de los cuales 2
pertenecieron a la comunidad Molobog y 1 a la Estacion experimental Tunshi politécnica, su
autora explica que previo a su investigacion los animales habrian estado sometidos a la prueba de

la tuberculina y se habrian ya eliminado los casos positivos.

También Espinoza (2016) en la hacienda Cierro viejo de la parroquia san Juan canto Riobamba al
inocular a 45 vacas en produccién de diferentes edades, obtuvo 0 casos positivos (0/45), dando a
entender segln la autora que el control sanitario que se lleva en la hacienda es el adecuado.
Vinueza (2015) al diagnosticar la TBB con la prueba de la tuberculina en la hacienda Pucate del
cantéon Chambo provincia de Chimborazo, encontré un solo caso positivo (1/136) con una

prevalencia del 0,73 % la cual considera como no significativa y por ende no influye de gran
manera en el hato.
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INEC (2016), determina que la provincia de Chimborazo presenta una media de 228,5 mil cabezas
de bovinos, dato que ha ido en descenso desde la encuesta del 2002, y segiin Zambrano et al.,
(2017) se debe a una elevada fragmentacion del territorio que genera una baja en la productividad
y rendimiento de su cantonés, también destaca el hecho de existir poca industrializacion en la
zona, haciendo que los cantones manejen sus producciones de forma extensiva. Este factor es sin
duda relevante al momento de considerar los pocos casos positivos encontrados en el camal de
Riobamba y en las otras investigaciones realizadas en la misma provincia ya que al existir menos
bovinos por cantones, existe menos hacinamiento del ganado y se reduce la propagacién del

patégeno.

Caso similar lo ocurrido también en la provincia de Cotopaxi, donde Burgasi (2014) al determinar
la prevalencia de TBB en las comunidades Guantual6 y Taxojal6 del canton Sigchos, no encontrd
asociacion significativa entre la procedencia de los bovinos con la enfermedad, ya que todos

dieron negativo a la prueba de la tuberculina (0/98).
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CONCLUSIONES

o Se determin6 en el Camal Municipal de Riobamba una prevalencia de tuberculosis bovina
del 0.52%, por medio de la técnica molecular de PCR (reaccion en cadena de polimerasa)
en el mes de setiembre del 2019, cifra baja si se toma en cuenta que es una enfermedad
altamente infecciosa y de caracter zoonético.

o Al realizar el aislamiento microbiolégico en los medios de cultivo Stonebrink vy
Lowenstein Jensen se diagnosticd la presencia de bacterias del complejo Mycobacterium
Tuberculosis en 2 de las 384 muestras procesadas (2/384), es decir, 2 posibles casos de
Tuberculosis bovina.

o Utilizando la técnica molecular de PCR en los casos positivos al microbioldgico, se
identificé la especie M.bovis en ambas muestras (2/384), lo que indica que a pesar de no
encontrar lesiones compatibles con la enfermedad en el estado post mortem de los
bovinos, la TBB esta presente en estadios tempranos en el camal Municipal de Riobamba

o A través de la prueba Chi-cuadrado se determind que las variables: edad, sexo y
procedencia del ganado bovino no estan estadisticamente asociadas con la enfermedad,
indicando que no existe riesgo o una mayor probabilidad de presentarse la enfermedad en
los bovinos faenados en el Camal Municipal de Riobamba. Sin embargo, los dos casos
positivos que se encontraron fueron en animales de (24-36) y (50-62) meses de edad, y en
hembras que provenian del cantén Riobamba provincia de Chimborazo, reconociendo la
presencia de la enfermedad mas en hembras que en machos y en bovinos relativamente

jovenes.
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RECOMENDACIONES

o Es de suma importancia mejorar la trazabilidad del ganado bovino para poder llevar un
control epidemioldgico seguro y eficaz a nivel nacional, ya que las guias de movilizacion
utilizados para recopilar datos en cuanto a la procedencia del animal son poco fiables y
no siempre registran el verdadero lugar de origen.

o Realizar investigaciones en la misma zona de estudio con un tamafio de muestra mayor y
utilizando pruebas de diagnostico diferentes a la tuberculina, con el objetivo de actualizar
y mejorar la informacién epidemioldgica en la provincia de Chimborazo, ya que los
estudios realizados son escasos y de hace 5 afios.

o El diagnostico de la TBB con pruebas moleculares deberia ser en parte financiado por el
gobierno y realizado periddicamente en hatos lecheros o camales municipales con el
objetivo de cumplir con el plan nacional establecido por AGROCALIDAD para un
eficiente control sanitario, y de esta forma incrementar los predios libres de tuberculosis
bovina en el pais.

o Es importante cuidar y mejorar los métodos de laboratorio establecidos para la toma,
almacenamiento, envio y procesamiento de muestras con el objetivo de optimizar las
pruebas tanto bacteriolégicas como moleculares, asegurado asi una diagnostico eficaz.
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ANEXOS

ANEXO A.  Registro de muestreo- Tuberculosis bovina

CENTRO INTENACIONAL DE ZOONOSIS (CIZ)
REGISTRO DE TOMA DE MUESTRAS

e o

CAMAL MUNICIPAL DE RIOBAMBA
ENCUESTADOR: BRENDA GUANANGA
FECHA: 25 SEPTIEMBRE - 25 OCTUBRE

(

N° CODIGO EDAD (MESES) SEXO (M/H) CANTON PROVINCIA PULMON
G.MEDIASTINICOS Y
BRONQUIALES

1 R1 37-49 M Ambato Tungurahua X X
2 R2 37-49 M Ambato Tungurahua X X
3 R3 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
4 R4 24-36 M Ambato Tungurahua X X
5 R5 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
6 R6 24-36 H Ambato Tungurahua X X
7 R7 50-62 M Ambato Tungurahua X X
8 R8 50-62 M Ambato Tungurahua X X
9 R9 24-36 H Ambato Tungurahua X X
10 R10 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
11 R11 24-36 H Ambato Tungurahua X X
12 R12 37-49 M Ambato Tungurahua X X
13 R13 37-49 M Ambato Tungurahua X X
14 R14 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
15 R15 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
16 R16 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
17 R17 24-36 M Ambato Tungurahua X X
18 R18 50-62 H Ambato Tungurahua X X
19 R19 24-36 M Guano Chimborazo X X
20 R20 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
21 R21 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
22 R22 37-49 H Guano Chimborazo X X
23 R23 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
24 R24 37-49 H Ambato Tungurahua X X
25 R25 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
26 R26 50-62 H Morona Morona Santiag X X
27 R27 50-62 H Guano Chimborazo X X
28 R28 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
29 R29 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
30 R30 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
31 R31 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
32 R32 50-62 H Mocha Tungurahua X X
33 R33 37-49 M Colta Chimborazo X X
34 R34 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
35 R35 37-49 M Mocha Tungurahua X X
36 R36 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
37 R37 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
38 R38 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
39 R39 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
40 R40 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
41 R41 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
42 R42 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
43 R43 24-36 H Guamote Chimborazo X X
44 R44 24-36 H Guano Chimborazo X X
45 R45 24-36 M Guano Chimborazo X X
46 R46 24-36 M Guano Chimborazo X X
47 R47 50-62 M Guano Chimborazo X X
48 R48 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
49 R49 24-36 M Guamote Chimborazo X X
50 R50 24-36 M Guamote Chimborazo X X




51 R51 24-36 M Guamote Chimborazo X X
52 R52 24-36 M Guamote Chimborazo X X
53 R53 24-36 M Guamote Chimborazo X X
54 R54 37-49 M Alausi Chimborazo X X
55 R55 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
56 R56 37-49 M Guamote Chimborazo X X
57 R57 24-36 M Guamote Chimborazo X X
58 R58 37-49 H Guamote Chimborazo X X
59 R59 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
60 R60 37-49 H Guamote Chimborazo X X
61 R61 24-36 H Guamote Chimborazo X X
62 R62 37-49 H Guamote Chimborazo X X
63 R63 37-49 H Guamote Chimborazo X X
64 R64 37-49 H Guamote Chimborazo X X
65 R65 50-62 H Guamote Chimborazo X X
66 R66 50-62 M Guamote Chimborazo X X
67 R67 37-49 M Mocha Tungurahua X X
68 R68 37-49 M Guamote Chimborazo X X
69 R69 24-36 M Guamote Chimborazo X X
70 R70 37-49 M Guamote Chimborazo X X
71 R71 24-36 M Guamote Chimborazo X X
72 R72 50-62 H Guamote Chimborazo X X
73 R73 50-62 M Guamote Chimborazo X X
74 R74 24-36 M Guamote Chimborazo X X
75 R75 24-36 M Guamote Chimborazo X X
76 R76 24-36 H Guamote Chimborazo X X
77 R77 50-62 H Guamote Chimborazo X X
78 R78 50-62 H Guamote Chimborazo X X
79 R79 37-49 M Guamote Chimborazo X X
80 R80 37-49 M Guamote Chimborazo X X
81 R81 50-62 H Guano Chimborazo X X
82 R82 37-49 M Guamote Chimborazo X X
83 R83 37-49 M Guamote Chimborazo X X
84 R84 37-49 M Guamote Chimborazo X X
85 R85 37-49 M Guamote Chimborazo X X
86 R86 37-49 M Guamote Chimborazo X X
87 R87 24-36 M Guamote Chimborazo X X
88 R88 37-49 M Guano Chimborazo X X
89 R89 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
90 R90 37-49 M Guamote Chimborazo X X
91 R91 50-62 M Riobamba Chimborazo X X
92 R92 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
93 R93 50-62 M Guamote Chimborazo X X
94 R94 50-62 H Guamote Chimborazo X X
95 R95 50-62 H Guamote Chimborazo X X
96 R96 24-36 M Guamote Chimborazo X X
97 R97 24-36 M Guamote Chimborazo X X
98 R98 50-62 H Guamote Chimborazo X X
99 R99 24-36 M Guamote Chimborazo X X
100 R100 24-36 M Guamote Chimborazo X X
101 R101 50-62 H Guamote Chimborazo X X
102 R102 50-62 M Guamote Chimborazo X X
103 R103 37-49 M Guamote Chimborazo X X
104 R104 37-49 H Guamote Chimborazo X X
105 R105 37-49 H Guamote Chimborazo X X
106 R106 37-49 H Guamote Chimborazo X X
107 R107 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
108 R108 37-49 H Guamote Chimborazo X X
109 R109 24-36 H Guamote Chimborazo X X
110 R110 24-36 H Guamote Chimborazo X X
111 R111 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
112 R112 24-36 H Guamote Chimborazo X X
113 R113 24-36 H Guano Chimborazo X X
114 R114 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
115 R115 37-49 H Riobamba Chimborazo X X




116 R116 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
117 R117 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
118 R118 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
119 R119 50-62 H Guamote Chimborazo X X
120 R120 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
121 R121 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
122 R122 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
123 R123 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
124 R124 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
125 R125 37-49 M Guamote Chimborazo X X
126 R126 37-49 H Guamote Chimborazo X X
127 R127 37-49 H Guamote Chimborazo X X
128 R128 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
129 R129 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
130 R130 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
131 R131 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
132 R132 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
133 R133 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
134 R134 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
135 R135 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
136 R136 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
137 R137 24-36 H Guano Chimborazo X X
138 R138 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
139 R139 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
140 R140 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
141 R141 37-49 H Ambato Tungurahua X X
142 R142 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
143 R143 24-36 M Ambato Tungurahua X X
144 R144 37-49 H Ambato Tungurahua X X
145 R145 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
146 R146 24-36 M Ambato Tungurahua X X
147 R147 37-49 M Ambato Tungurahua X X
148 R148 37-49 H Ambato Tungurahua X X
149 R149 37-49 H Alausi Chimborazo X X
150 R150 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
151 R151 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
152 R152 50-62 H Colta Chimborazo X X
153 R153 50-62 H Guano Chimborazo X X
154 R154 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
155 R155 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
156 R156 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
157 R157 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
158 R158 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
159 R159 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
160 R160 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
161 R161 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
162 R162 50-62 H Guano Chimborazo X X
163 R163 50-62 M Ambato Tungurahua X X
164 R164 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
165 R165 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
166 R166 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
167 R167 37-49 M Guano Chimborazo X X
168 R168 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
169 R169 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
170 R170 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
171 R171 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
172 R172 37-49 M Guano Chimborazo X X
173 R173 24-36 M Azogues Caflar X X
174 R174 50-62 M Riobamba Chimborazo X X
175 R175 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
176 R176 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
177 R177 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
178 R178 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
179 R179 24-36 H Mocha Tungurahua X X
180 R180 24-36 M Riobamba Chimborazo X X




181 R181 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
182 R182 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
183 R183 50-62 M Mocha Tungurahua X X
184 R184 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
185 R185 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
186 R186 50-62 H Colta Chimborazo X X
187 R187 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
188 R188 50-62 H Mocha Tungurahua X X
189 R189 37-49 H Colta Chimborazo X X
190 R190 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
191 R191 24-36 M Guano Chimborazo X X
192 R192 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
193 R193 24-36 M Mocha Tungurahua X X
194 R194 24-36 M Mocha Tungurahua X X
195 R195 50-62 M Guano Chimborazo X X
196 R196 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
197 R197 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
198 R198 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
199 R199 50-62 M Alausi Chimborazo X X
200 R200 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
201 R201 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
202 R202 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
203 R203 50-62 M Guamote Chimborazo X X
204 R204 50-62 M Guamote Chimborazo X X
205 R205 50-62 M Guamote Chimborazo X X
206 R206 50-62 H Guamote Chimborazo X X
207 R207 37-49 M Guamote Chimborazo X X
208 R208 24-36 M Guamote Chimborazo X X
209 R209 24-36 M Guamote Chimborazo X X
210 R210 50-62 H Guamote Chimborazo X X
211 R211 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
212 R212 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
213 R213 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
214 R214 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
215 R215 37-49 H Guamote Chimborazo X X
216 R216 50-62 H Guamote Chimborazo X X
217 R217 50-62 H Guamote Chimborazo X X
218 R218 37-49 M Guamote Chimborazo X X
219 R219 37-49 M Guamote Chimborazo X X
220 R220 50-62 H Guamote Chimborazo X X
221 R221 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
222 R222 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
223 R223 24-36 M Guamote Chimborazo X X
224 R224 24-36 H Guamote Chimborazo X X
225 R225 24-36 M Guamote Chimborazo X X
226 R226 24-36 M Guamote Chimborazo X X
227 R227 24-36 H Guamote Chimborazo X X
228 R228 37-49 M Guamote Chimborazo X X
229 R229 24-36 M Guamote Chimborazo X X
230 R230 24-36 M Guamote Chimborazo X X
231 R231 37-49 H Guamote Chimborazo X X
232 R232 37-49 M Guamote Chimborazo X X
233 R233 37-49 H Guamote Chimborazo X X
234 R234 50-62 H Guamote Chimborazo X X
235 R235 50-62 H Guamote Chimborazo X X
236 R236 24-36 M Guamote Chimborazo X X
237 R237 50-62 H Guamote Chimborazo X X
238 R238 24-36 M Guamote Chimborazo X X
239 R239 24-36 M Guamote Chimborazo X X
240 R240 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
241 R241 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
242 R242 37-49 H Guamote Chimborazo X X
243 R243 24-36 M Guamote Chimborazo X X
244 R244 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
245 R245 24-36 M Riobamba Chimborazo X X




246 R246 24-36 M Guamote Chimborazo X X
247 R247 50-62 H Guamote Chimborazo X X
248 R248 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
249 R249 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
250 R250 50-62 M Guamote Chimborazo X X
251 R251 24-36 H Guamote Chimborazo X X
252 R252 50-62 H Guamote Chimborazo X X
253 R253 24-36 M Guamote Chimborazo X X
254 R254 24-36 M Ambato Tungurahua X X
255 R255 37-49 M Guamote Chimborazo X X
256 R256 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
257 R257 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
258 R258 24-36 M Guamote Chimborazo X X
259 R259 50-62 H Guamote Chimborazo X X
260 R260 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
261 R261 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
262 R262 37-49 H Guamote Chimborazo X X
263 R263 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
264 R264 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
265 R265 37-49 H Guamote Chimborazo X X
266 R266 37-49 H Guamote Chimborazo X X
267 R267 37-49 M Guamote Chimborazo X X
268 R268 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
269 R269 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
270 R270 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
271 R271 37-49 H Morona Morona Santiag X X
272 R272 37-49 H Guano Chimborazo X X
273 R273 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
274 R274 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
275 R275 50-62 M Riobamba Chimborazo X X
276 R276 50-62 M Riobamba Chimborazo X X
277 R277 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
278 R278 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
279 R279 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
280 R280 50-62 H Alausi Chimborazo X X
281 R281 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
282 R282 24-36 M Ambato Tungurahua X X
283 R283 37-49 H Ambato Tungurahua X X
284 R284 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
285 R285 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
286 R286 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
287 R287 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
288 R288 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
289 R289 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
290 R290 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
291 R291 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
292 R292 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
293 R293 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
294 R294 50-62 M Riobamba Chimborazo X X
295 R295 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
296 R296 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
297 R297 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
298 R298 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
299 R299 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
300 R300 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
301 R301 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
302 R302 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
303 R303 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
304 R304 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
305 R305 24-36 H Morona Morona Santiag X X
306 R306 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
307 R307 37-49 H Guamote Chimborazo X X
308 R308 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
309 R309 24-36 H Quero Tungurahua X X
310 R310 24-36 H Riobamba Chimborazo X X




311 R311 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
312 R312 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
313 R313 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
314 R314 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
315 R315 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
316 R316 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
317 R317 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
318 R318 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
319 R319 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
320 R320 50-62 M Riobamba Chimborazo X X
321 R321 50-62 M Alausi Chimborazo X X
322 R322 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
323 R323 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
324 R324 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
325 R325 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
326 R326 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
327 R327 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
328 R328 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
329 R329 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
330 R330 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
331 R331 24-36 M Ambato Chimborazo X X
332 R332 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
333 R333 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
334 R334 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
335 R335 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
336 R336 50-62 M Ambato Tungurahua X X
337 R337 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
338 R338 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
339 R339 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
340 R340 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
341 R341 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
342 R342 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
343 R343 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
344 R344 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
345 R345 50-62 H Mocha Tungurahua X X
346 R346 24-36 M Colta Chimborazo X X
347 R347 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
348 R348 24-36 M Ambato Tungurahua X X
349 R349 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
350 R350 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
351 R351 50-62 M Riobamba Chimborazo X X
352 R352 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
353 R353 24-36 M Guano Chimborazo X X
354 R354 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
355 R355 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
356 R356 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
357 R357 50-62 M Riobamba Chimborazo X X
358 R358 24-36 M Colta Chimborazo X X
359 R359 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
360 R360 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
361 R361 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
362 R362 24-36 M Colta Chimborazo X X
363 R363 37-49 H Colta Chimborazo X X
364 R364 24-36 M Mocha Tungurahua X X
365 R365 24-36 H Colta Chimborazo X X
366 R366 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
367 R367 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
368 R368 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
369 R369 24-36 H Mocha Tungurahua X X
370 R370 24-36 H Riobamba Chimborazo X X
371 R371 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
372 R372 24-36 H Quero Tungurahua X X
373 R373 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
374 R374 37-49 M Riobamba Chimborazo X X




375 R375 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
376 R376 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
377 R377 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
378 R378 24-36 M Riobamba Chimborazo X X
379 R379 37-49 H Riobamba Chimborazo X X
380 R380 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
381 R381 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
382 R382 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
383 R383 37-49 M Riobamba Chimborazo X X
384 R384 50-62 H Riobamba Chimborazo X X
ANEXO B. Recoleccion de muestras ganglionares y de pulmén de bovinos faenadosenel

Camal Municipal de Riobamba




ANEXO C. Registro de los bovinos muestreados
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ANEXO E. Preparacion de medios de cultivos (Stonebrink y Lowestein Jensen ) y siembra de

las muestras




ANEXOF. Crecimiento de mycobacterias en los medios de cultivo
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ANEXO H. Procesamiento de las muestras en el laboratorio de biologia molecular(ClZ)




ANEXO I.  Electroforesis y verificacion del segmento de ADN amplificado

M. Ts 2 3 Mtb H37RV. BCG.




ANEXO J. Reporte de resultados

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

INSTITUTO DE INVESTIGACION EN ZOONOSIS - CIZ

HOJA DE REPORTE DE RESULTADOS

1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

PARAMETROS
CODIGO M.B
MUESTRAS PULMON, GANGLIOS
MEDIASTINICOS Y
BRONQUIALES
ESTADO DE LA MUESTRAS SOLIDA
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BRONQUIALES
FECHA DE INICIO DE LOS ANALISIS EN 2020-09-25
EL LABORATORIO
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RIOBAMBA
FECHA DE MUESTREO 2019-09-25
ANALISIS SOLICITADOS CULTIVO MICROBIOLOGICO Y
PCR

2. RESULTADOS

» Analisis Microbiologicos

Tabla 1. Reporte de Resultados: cultivo, tincion y PCR .
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