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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo identificar mediante técnicas
moleculares tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis) de nddulos tuberosos de
pulmones del centro de faenamiento de la ciudad de Tulcdn, Carchi. Esta
investigacion se desarrollé en dos etapas: la primera consistié en la toma de muestras
mediante inspeccién post mortem donde se examinaron 200 bovinos, identificGndose
45 animales (22,5%) con lesiones compatibles con tuberculosis. La segunda etapa, fue
de laboratorio que incluyd tres fases fundamentales, (1) la extracciéon de ADN; (2) la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y (3) la electroforesis. Para el PCR se
realizd la validacidon de temperaturas, para optimizaron las condiciones de
hibridacion, en donde para el complejo Mycobacterium tuberculosis, se emplearon
gradientes de temperaturas de entre 64 °C y 72 °C, estableciendo 68 °C como
temperatura 6ptima, y para Mycobacterium bovis se evaluaron temperaturas entre
59 °C y 70 °C, determindndose 62 °C como 6ptima. Como resultado se obtuvo que
10/45 (22,2%) muestras con lesiones compatibles a TB fuero positivas al complejo
Mycobacterium tuberculosis y de estas se confirmé 7/10 (70%) como Mycobacterium
bovis.

Palabras Claves: Complejo Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, PCR,
validacion.
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ABSTRACT

This study aimed to identify the presence of bovine tuberculosis (Mycobacterium
bovis) in tuberculous nodules from lungs obtained at the slaughter center in Tulcdan,
Carchi, using molecular techniques. The research was conducted in two stages. The
first stage involved sample collection through post-mortem inspection, during which
200 cattle were examined, identifying 45 animails (22,5%) with lesions compatible with
tuberculosis. The second stage consisted of laboratory analysis, which included three
key phases: (1) DNA extraction, (2) polymerase chain reaction (PCR), and (3)
electrophoresis. For PCR, hybridization temperatures were validated to optimize the
process conditions. In the case of the Mycobacterium tuberculosis complex,
temperature gradients between 64°C and 72°C were tested, with 68°C determined as
the optimal temperature. For Mycobacterium bovis, temperatures ranging from 59°C
to 70°C were evaluated, establishing 62°C as the most suitable. As a result, 10 out of
45 samples (22,2%) with lesions compatible with tuberculosis tested positive for the
Mycobacterium tuberculosis complex, of which 7/10 (70%) were confirmed as
Mycobacterium bovis.

Keywords: Mycobacterium fuberculosis complex, Mycobacterium bovis, PCR,

validation.
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INTRODUCCION

La tuberculosis bovina es una enfermedad bacteriana crénica de gran importancia
zoonotica, ampliamente difundida en el ganado bovino de América Latina. Su
agente causal es Mycobacterium bovis, un miembro del complejo Mycobacterium
tuberculosis. Se caracteriza por su alta capacidad de fransmision y su naturaleza
debilitante, afectando a diversos érganos y presentdndose en muchos casos de
manera asintomdtica. Debido a su cardcter zoondtico, representa un riesgo
significativo para la salud publica y afecta negativamente la comercializacion de los
animales, generando importantes pérdidas econdmicas para los productores
(Suquilanda, 2015).

En la actualidad, aproximadamente la mitad de los casos se confirman mediante
andlisis bacteriolégico, utilizando el examen microscépico como herramienta
principal. Aungque este método es rédpido y econdmico, tiene la limitacién de no
poder diferenciar entre las especies del género Mycobacterium, lo que dificulta un

diagndstico especifico y preciso (Garcia y Vera, 2021).

En el caso de Ecuador, la tuberculosis bovina, aunque es una enfermedad de
declaracion obligatoria, carece de registros precisos debido a la limitada
implementacion de pruebas de diagndstico y a la deficiencia en la inspeccion
veterinaria en los centros de faenamiento. Ademds, el uso predominante de técnicas
como la baciloscopia, que no distingue entre Mycobacterium bovis, de Complejo
Mycobacterium tuberculosis, dificulta ain mds el control de la enfermedad (Barberdn
y Cedeno, 2021).

El diagndstico de la tuberculosis continia siendo un reto, debido a que las
herramientas de diagndstico actualmente disponibles presentan limitaciones en
cuanto a sensibilidad y especificidad, afectando la deteccidn temprana de dicha
patologia, provocando un retraso en el avance de los programas de control
(Maldonado, 2020).

La deteccion de Mycobacterium bovis mediante técnicas moleculares, como la
reaccion en cadena de la polimerasa, es crucial para controlar la fuberculosis
bovina. Estos métodos de diagndstico permiten identificar infecciones tempranas,

diferenciar entre las especies del complejo Mycobacterium tfuberculosis y evitar
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diagndsticos falsos. Ademdas, facilitan la implementacion de medidas de control
efectivas, como el aislamiento y la bioseguridad. La estandarizacion de estas técnicas
garantiza resultados confiables y adaptables a diferentes entornos, mejorando la
recopilacion de datos epidemioldgicos. La identificacion precisa de Mycobacterium
bovis es esencial para proteger la salud publica, mejorar la productividad ganadera
y disenar politicas de control y prevencion efectivas (Guananga, 2020). Bajo este
contexto la presente investigacion tiene por objetivo identificar mediante técnicas
moleculares tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis) de nddulos tuberosos de

pulmones del centro de faenamiento de la ciudad de Tulcén, Carchi.
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I. EL PROBLEMA
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mycobacterium bovis es la principal causante de tuberculosis bovina, una
enfermedad de preocupacion mundial por sus efectos sobre la salud publica vy la
produccion ganadera. A pesar de los avances en el control, en algunos paises la
prevalencia de M. bovis sigue siendo significativa en muchas regiones, especialmente
en paises en desarrollo donde las capacidades de diagndstico son limitadas (Murai
et al., 2019).

La tuberculosis bovina es una enfermedad que puede desarrollarse de forma crénica
0, en casos agudos, puede avanzar rdpidamente. Las infecciones tempranas suelen
ser asinfomdticas, dificultando su deteccion, aunque los programas de erradicacion
han logrado disminuir los casos sintomdaticos. En fases avanzadas, provoca
emaciacion progresiva, fiebre fluctuante, debilidad y pérdida de apetito. Cuando
afecta a los pulmones, puede presentar disnea o taquipnea, especialmente en
climas frios. Ademds, el agrandamiento de los ganglios linfaticos puede causar
obstrucciones respiratorias y digestivas o vasculares, generando diarrea intermitente,
estrenimiento e insuficiencia respiratoria aguda en etapas terminales (Guananga,
2020).

En paises en desarrollo, la frecuencia y la presencia del Mycobacterium bovis son
desconocidas debido a la falta de laboratorios especializados para el cultivo y la
identificacion de bacilos tuberculosos. El método estdndar para el diagndstico que
se usa para determinar la tuberculosis bovina es la prueba de la tuberculina. Pero la
prueba de tuberculina puede provocar resultados falsos positivos, ocasionando el
sacrificio del bovino libre de esta enfermedad conllevando pérdidas econdmicas, o
también puede dar resultados falsos negativos, lo que hace que el animal infectado
permanezca en el rebano infectando a los bovinos sanos, causando una rdpida

diseminacién de la enfermedad (Broughan et al., 2019).

Cada ano, se reportan aproximadamente 10 millones de nuevos casos de

tuberculosis bovina a nivel mundial, con mas del 95% de estos casos en paises en
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desarrollo. Esta alta incidencia se atribuye, en gran parte, a la falta de pruebas
diagndsticas suficientemente precisas que permitan la identificacion exacta de
Mycobacterium bovis, el principal agente causal. La ausencia de un diagndstico
temprano y especifico impide la implementacion de estrategias efectivas para el

confrol y erradicacion de la enfermedad (Sudrez, 2023).

En Ecuador no se ha documentado el estado de la tuberculosis bovina por la falta de
reqistros positivos, también por falta de uso de pruebas de diagndstico moleculary la
ineficiente inspeccién de médicos veterinarios en la mayoria de los cenfros de
faenamiento. Segun encuestas sobre la tuberculosis bovinag, se ha reportado un 3,9 %
de prevalencia en el norte del Ecuador estos datos no han sido publicados (Calle,
2020).

Aungque en Ecuador la tuberculosis bovina es una enfermedad de declaracién
obligatoria, la informacion precisa sobre su prevalencia es escasa. La deteccion de
esta enfermedad se basa principalmente en la baciloscopia, una técnica que no
distingue entre Mycobacterium bovis y Mycobacterium tuberculosis. Aunque el
cultivo bacteriano es una opcién diagndstica, su uso es limitado en el pais y, cuando
se realiza, no siempre permite una identificacion precisa de la especie (Guananga,
2020).

En las zonas rurales de Ecuador, donde el riesgo de tuberculosis bovina es mayor, las
pruebas de diagndstico avanzadas, como las moleculares y bioguimicas, no se
realizan de manera rutinaria, lo que complica la capacidad de diferenciar M. bovis
de ofras micobacterias. Esto limita la implementacion de estrategias efectivas de
control y dificulta la recopilacién de datos precisos sobre la prevalencia de la
enfermedad, ya que también falta infraestructura adecuada, como laboratorios

especializados (Sudrez, 2023).

El cantdn Tulcdn, una importante regidn ganadera de la provincia de Carchi,
enfrenta una situacién similar. La falta de informacidon precisa sobre Mycobacterium
bovis en esta zona representa una barrera significativa para el control de la
tuberculosis bovina. Los ganaderos locales dependen de métodos de diagndstico
simples, que no permiten una identificacion exacta de la especie causante de la
enfermedad. La Unica forma de diferenciar M. bovis de ofras especies de
micobacterias es mediante técnicas moleculares y bioquimicas avanzadas, que no

se aplican de forma regular en la regién (Rosas, 2021).
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1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

La identificaciéon de Mycobacterium bovis causante de la tuberculosis bovina en
nddulos tuberosos de pulmones en la ciudad de Tulcdn es limitada debido a la

ausencia de pruebas de diagndstico molecular.

1.1. JUSTIFICACION

La deteccidon de Mycobacterium bovis mediante técnicas moleculares es
fundamental en la lucha contra la tuberculosis bovina (TBB). Esta enfermedad no solo
afecta la salud publica, sino que también tiene un impacto negativo en la
produccion ganadera y repercute significativamente en las economias rurales. En el
contexto de la bUsqueda para erradicar esta enfermedad, contar con herramientas
de diagndstico avanzadas es crucial para garantizar una identificacion precisa y

eficaz (Torres, 2019).

Las técnicas moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
permiten identificar pequenas cantidades de ADN bacteriano, incluso en las primeras
etapas de la infeccion. Este aspecto es particularmente relevante, ya que muchos
casos de M. bovis pueden no presentar sinftomas evidentes. La alta sensibilidad y
especificidad de estas pruebas son esenciales para distinguir M. bovis de oftras

especies de micobacterias, lo que ayuda a evitar diagndsticos falsos (Diz, 2020).

Un diagndstico mds temprano y preciso permite a veterinarios y ganaderos tomar
decisiones informadas e implementar medidas de control antes de que la
enfermedad se propague. Esto incluye aislar a los animales infectados y establecer
medidas de bioseguridad. Ademds, las técnicas moleculares pueden ser utilizadas
para analizar muestras dificiles, como nddulos o tejidos danados, donde los niveles de

ADN bacteriano pueden ser bajos (Perera y Acevedo, 2018).

La validacién de técnicas moleculares para la deteccidn de M. bovis es otro aspecto
critico. Este proceso asegura que los métodos sean precisos, reproducibles y
aplicables en diferentes entornos. Asi, se garantiza no solo resultados confiables, sino
también la posibilidad de adaptar las técnicas a las condiciones especificas de los
laboratorios de cada regidon del Ecuador. La estandarizacién de protocolos facilitard

la comparacion de datos epidemioldgicos a nivel nacional (Del Portillo et al., 2019).

La identificacion precisa del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) es

fundamental para prevenir la fransmision zoondtica de la tuberculosis. La capacidad
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de diferenciar entre M. bovis y M. tuberculosis permite implementar estrategias de
control especificas. Cada especie dentro del MTBC puede requerir diferentes
enfoques de tratamiento y gestion; por lo tanto, comprender qué especie estd
causando la infeccidon es clave para desarrollar medidas efectivas. Asi, es
fundamental realizar investigaciones que incluyan el uso de técnicas moleculares y
bioquimicas para detectar Mycobacterium bovis, lo que permitiia mejorar las
estrategias de control y prevencion de esta enfermedad en la region (Robinne et al.,
2020).

Conocer que la tuberculosis en ganado es causada por M. bovis permite a los
ganaderos adoptar medidas de control adecuadas, como el sacrificio selectivo de
animales infectados. Esto no solo mejora la salud del ganado, sino que también
protege la productividad y rentabilidad de las explotaciones ganaderas. Identificar
M. bovis como el agente causante es esencial para el diseno de politicas de salud
publica que aborden la tuberculosis en el contexto de zoonosis. Tener claridad sobre
el agente responsable de la tuberculosis es clave para recopilar datos
epidemioldgicos precisos. Esta informacion resulta fundamental para planificar y
ejecutar programas de control eficaces, asi como para asignar recursos
adecuadamente segun la prevalencia de la enfermedad en distintas regiones
(Buddle et al., 2023).

1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1.4.1. Objetivo General

ldentificar mediante técnicas moleculares tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis)
de ndédulos tuberosos de pulmones del centro de faenamiento de la ciudad de

Tulcdn, Carchi.
1.4.2. Objetivos Especificos

e Validar un protocolo de PCR punto final como técnica molecular para la
identificaciéon de tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis) de nddulos tuberosos
de pulmones del centro de faenamiento de la ciudad de Tulcdn, Carchi.

* Determinar la presencia de microorganismos pertenecientes al complejo de
Mycobacterium tuberculosis en nddulos tuberosos de pulmones del centro de

faenamiento de la ciudad de Tulcan, Carchi.
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e |dentificarla presencia de Mycobacterium bovis causante de tuberculosis bovina

en ndédulos tuberosos de pulmones del centro de faenamiento de la ciudad de

Tulcdn, Carchi.

1.4.3. Preguntas de Investigacion

slas técnicas moleculares permiten identificar tuberculosis bovina
(Mycobacterium bovis) de nddulos tuberosos de pulmones del centro de
faenamiento de la ciudad de Tulcan, Carchi?

2Como validar un protocolo de PCR punto final para la identificacion de
tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis) de nddulos tuberosos de pulmones
de bovinose

3Se puede determinar microorganismos del complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC) en muestras de nédulos tuberosos en pulmones bovinos?
sSe puede identificar Mycobacterium bovis mediante la validaciéon de
técnicas moleculares en ndédulos tuberosos de pulmones del centro de

faenamiento de Tulcane
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Il. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Guananga (2020) en su instigacion “Determinacion de la prevalencia de tuberculosis
bovina mediante la reaccidén en cadena de polimerasa en el camal municipal de
Riobamba” se examinaron un total de 384 muestras de pulmones, tejido mamario y
ganglios linfaticos. Las muestras fueron sometidas a andlisis microbiolégicos y
baciloscopia, y la PCR se utilizé para confirmar la identidad de M. bovis. Los resultados
revelaron que dos muestras dieron positivo para Mycobacterium spp., y en ambas se
confirmd la presencia de M. bovis, lo que indica una prevalencia de TBB en el Camal
Municipal de Riobamba del 0.52% (2 de 384). Los casos positivos se localizaron en
hembras de la provincia de Chimborazo, cantén Riobamba, con edades entre 24-36

y 50-62 meses.

Maldonado (2020) en su invetigacion *Andlisis de Mycobacterium bovis en bovinos
faenados en el camal privado Ronald ubicado en la parroquia Cone, Yaguachi” se
realizé la exploracion de los canales post mortem de 116 animales, siendo 73 machos
y 43 hembras. Se tomaron muestras de 43 bovinos que presentaban lesiones
macroscopicas y se realizaron 172 cultivos de los diferentes ganglios retrofaringeos en
medios de Ogawa y Stonebrick. De estas, 11 muestras mostraron crecimiento dcido-
alcohol resistente con presencia de bacilos. Las 11 muestras positivas fueron
analizadas con el método molecular PCR-LAMP, y todas resultaron negativas para M.

bovis, aunque 5 de ellas fueron positivas para micobacterias atipicas.

Guardiola (2009) en su inestigacion “Deteccion de Mycobacterium bovis en pulmon
y nédulo linfdtico mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR)" se recolectaron muestras de tejido pulmonar y nédulos linfaticos bronquiales
de animales sospechosos en el rastro municipal de Torredn, siguiendo la NOM-031-
100-1995 para el transporte y conservacion de tejidos. Para el diagndstico, se realizé
la extraccién de ADN usando dos métodos: un kit comercial DNAzol (Invitrogen,
Inglaterra) y digestion con proteinasa K, SDS al 10% y buffer de lisis celular. La
amplificacién del ADN se realizd con primers especificos para un control interno y

para detectar el gen de la proteina MP60 de Mycobacterium. Sin embargo, los
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resultados fueron negativos, posiblemente debido a la falta de extraccidon adecuada
de ADN micobacteriano o la presencia de inhibidores de la PCR bajo las condiciones

empleadas.

Rosas (2021) en su investigacion “Prevalencia de Tuberculosis bovina TBB mediante el
uso de aislamiento microbiolégico de lesiones compatibles de la enfermedad en
animales faenados en el camal de Tulcdn de la provincia del Carchi” se examinaron
289 bovinos mediante inspeccion post-mortem, y la prevalencia de lesiones
compatibles con la enfermedad fue del 43,25% (125/289). La presencia de
Mycobacterium bovis en el centro de faenamiento del cantén Tulcdn fue confirmada
mediante cultivo bacterioldgico realizado en medio Stonebrink con tincion Zielh
Neelsen, el cual arrojé una prevalencia de 2,77% (8/289) y un diagndstico por PCR

utilizando los fragmentos RD? y RD1, dando una prevalencia de 1,73% (5/289).

Villavicencio (2021) en su investigacion “Identificacion de Mycobacterium bovis
mediante andlisis microbioldgico y molecular, en bovinos faenados en la ciudad de
Loja” se examinaron 385 bovinos y se tomaron muestras de pulmones y nédulos
linfaticos. Lesiones granulomatosas no se encontraron. De las muestras cultivadas, 18
mostraron colonias compatibles con Mycobacterium spp..y 12 (3.12%) se confirmaron
como M. bovis mediante PCR multiplex. Las micobacterias atipicas y ambientales
fueron las restantes. Ademds, se examinaron factores relacionados con la infeccién y
se descubrid que, en comparacion con lesiones como la antracosis, las lesiones

hemorragicas en nddulos linfaticos aumentan el riesgo de identificar M. bovis.
2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Importancia de la tuberculosis bovina

La tuberculosis bovina (TBB) es una zoonosis importante causada por Mycobacterium
bovis, que afecta principalmente al ganado vacuno, aunque ocasionalmente puede
afectar a los seres humanos y otros animales domésticos y salvajes. Se estima que M.
bovis causa aproximadamente el 2% de las infecciones por tfuberculosis en humanos

en América Latina y el Caribe (Proano y Benitez, 2019).

Por su persistencia y graves consecuencias, la tuberculosis bovina es critica en el
ganado, los animales pierden un rendimiento significativo, entre el 10% y el 25%, y una
disminucion del 6% en la fertiidad. La produccion de leche también se ha visto

afectada, con una reduccién del 10%, mientras que el tiempo de lactancia se ha

21



reducido a la mitad. El peso normal disminuye un 15%, lo que podria conducir al

desarrollo de inmunidad a otras enfermedades (Macalupu, 2021).
2.2.2. Etiologia

La tuberculosis bovina es causada por Mycobacterium bovis, una bacteria &cido-
alcohol resistente que pertenece al complejo Mycobacterium tuberculosis de la
familia Mycobacteriaceae. Ademdas de M. bovis, otras especies como M. tuberculosis,
M. microti y varias especies de M. africanum forman parte de este complejo y son
patdgenas para los mamiferos. Por otro lado, existen micobacterias no tuberculosas,
como Mycobacterium paratuberculosis, que, aungue no causan tuberculosis, son
patdgenas y responsables de otras enfermedades, como la paratuberculosis en

rumiantes (Lojano, 2022).

El género Mycobacterium, perteneciente ala familia Mycobacteriaceae, incluye una
variedad de especies grampositivas, aerobias y microbianas. Este organismo
pertenece al orden Actinomycetales, junto con Nocardia y Corynebacterium, y
comparte caracteristicas como un alto contenido de guanina y citosina (GC) en el
ADN, asi como la capacidad de producir dcidos micdlicos como parte de su pared
celular. Las bacterias no forman esporas ni cdpsulas y tienen un tamano de 0,2 a 0,6
micrémetros de didmetro y de 1 a 10 micrédmetros de longitud. Aunque pueden
formar estructuras ramificadas, estas son fragiles y se rompen facilmente. La pared
celular, rica en lipidos, les proporciona resistencia a condiciones ambientales
adversas y a ciertos desinfectantes solubles en agua, aunque son susceptibles a

desinfectantes a base de fenol (Sabando y Zambrano, 2023).

Las micobacterias que se observa en la Figura 1 son muy resistentes al medio
ambiente y pueden sobrevivir hasta 13 dias en las heces de los pastos y 10 meses en
el moco desecado. Sin embargo, los rayos solares disminuyen significativamente el
tiempo de supervivencia, eliminando a las bacterias en las heces después de 5 horas
y en la mucosidad pulmonar después de 30 a 40 dias. A pesar del dcido lactico, la
leche permanece viva durante 15 dias y muere al calentarla a 65 °C durante 30
minutos, o por pasteurizacion de 71 °C a 74 °C en 42 segundos o por ebullicion en 2
minutos (Pinedo, 2019).
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Figura 1. Mycobacterium bovis
Fuente: Kon (2023)

2.2.3. Taxonomia

Mycobacterium bovis es un miembro del complejo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC), un grupo de 11 especies o ecotipos con tropismo vy virulencia variables,
incluido Mycobacterium tuberculosis, la principal causa de tuberculosis en humanos.
Bovis tiene una gama mds amplia de huéspedes e infecta una variedad de especies,
principalmente ganado y ocasionalmente humanos, con una persistencia
poblacional variada. Dentro del MIBC tfambién existen especies como
Mycobacterium africanum y Mycobacterium microti, todas ellas pueden causar

tuberculosis en diferentes pacientes (Guimaraes y Zimpel, 2020).

En la tabla 1 podemos observar la clasificacidon taxondmica de Mycobacterium bovis.
También en actualidad existe una clasificacion taxondmica como es Mycobacterium
abscessus y Mycobacterium chelonis; Mycobacterium Ancienteri, Mycobacterium

smegmatis; Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium tuberculant (Asas, 2023).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica Mycobacterium bovis

Dominio Bacteria
Filo Actinomycetota
Clase Actinomycetia
Orden Actinomycetales
Familia Mycobacteriaceae
Género Mycobacterium
Especie bovis

Fuente: Asas (2023)
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2.2.4. Patogenia de Mycobacterium bovis

Mycobacterium bovis es una bacteria intfracelular que afecta principalmente a los
pulmones, donde se aloja tras ser inhalada en forma de aerosoles contaminados. Sin
embargo, tfambién puede ingresar al organismo por ofras vias, como la ingestion de
leche, agua o alimentos contaminados. En algunas especies, como los tejones, la
fransmisiéon por mordeduras infectadas es comun. Otras formas de contagio, como la

transmision infrauterina o coital, son mucho menos frecuentes (Santos, 2023).

Una de las principales razones por las que M. bovis es un patdégeno tan exitoso es su
capacidad para evadir el sistema inmunolégico. Esta bacteria puede sobrevivir
dentro de los macréfagos, que son células encargadas de destruir microorganismos,
lo que le permite mantenerse activa dentro del organismo y desarrollar infecciones

persistentes (Palmer y Waters, 2006).

2.2.4.1. Fases del proceso infeccioso

Mycobacterium bovis tiene el siguiente proceso de infeccion:

e Entrada en el organismo y fagocitosis: Cuando un animal inhala M. bovis, las
bacterias llegan a los alvéolos pulmonares, donde son fagocitadas por los
macrofagos alveolares. Sin embargo, a diferencia de otras bacterias, M. bovis
sobrevive dentro de estas células en lugar de ser destruida en la Figura 2
podemos observar el proceso de fagocitosis de una bacteria. (Palmer y
Waters, 2006).

e Mecanismo de evasion: evita la destruccion en el macréfago. Para sobrevivir,
M. bovis bloquea la fusion del fagosoma con el lisosoma, evitando que las
enzimas digestivas destruyan su pared celular. Este proceso es clave para su
éxito como patdégeno. La bacteria logra esto gracias a sus lipidos en su pared
celular, que inhiben la maduraciéon del fagosoma vy la interferencia con las
senales del macréfago, evitando la activaciéon de mecanismos bactericidas
(Bermudez y Sangari, 2001).

e Multiplicaciéon y formacion del granuloma: a medida que M. bovis se multiplica
dentro de los macréfagos, el sistema inmunoldgico responde con la formacion
de granulomas o tubérculos. Estos son masas de células inmunitarias que
infentan aislar la bacteria y evitar su diseminaciéon. El granuloma es una

estrategia del cuerpo para contener la infeccion, pero también proporciona
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un ambiente donde M. bovis puede permanecer latente durante meses o anos
(Cassidy, 2006).

Ruptura de la pared celular y diseminacién: en algunos casos, el granuloma se
degrada y se rompe, lo que permite que M. bovis escape y se disemine dentro
del organismo. Esto ocurre cuando hay debiltamiento del sistema
inmunoldégico (por estrés, enfermedades concurrentes o desnutricion).
También se produce necrosis caseosa extensa, que lleva a la destrucciéon del
granuloma. Los macréfagos infectados mueren vy liberan bacilos viables en el
tejido circundante. Cuando el granuloma pulmonar se rompe, los bacilos son
expulsados hacia los bronquios, facilitando la diseminacion a otros érganos o

su excrecion en el ambiente mediante la tos (Corner y Gormley, 2012).

Macrofago fagocitando un patogeno

—— Ndcleo Bacteria

-
Lisosomas

Fagosoma

Exositosis
de toxinas

" StudySmarter La app de estudio tods en une. www.studysmarter.es

Figura 2. Fagocitosis de una bacteria
Fuente: StudySmarter (2023)

2.2.5. Especies del complejo Mycobacterium tuberculosis y sus hospederos

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada principalmente por especies

del complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), que comparten el 99.5% de su

ADN. A pesar de esta alta similitud genética, las especies del complejo se diferencian

por caracteristicas fenotipicas clave, como la preferencia por ciertos huéspedes.

Algunas especies, como M. tuberculosis, M. africanum y M. canettii, se han adaptado

predominantemente a infectar a los humanos. Por ofro lado, Mycobacterium bovis

tiene una amplia gama de huéspedes, ya que puede propagarse entre humanos,

bovinos y animales silvestres. Otras especies del complejo, como M. microti, M.

pinnipedii y M. caprae, suelen encontrarse en animales, pero también pueden

representar un riesgo zoondtico bajo ciertas condiciones (Gomez et al., 2024).
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2.2.4.1. Mycobacterium tuberculosis

El principal hospedero y reservorio de la M. tuberculosis son los humanos; estd
adaptada para infectar y causar tuberculosis en personas. Otros hospederos son los
mamiferos, especialmente primates no humanos como simios y monos, que pueden

serinfectados (Maulén, 2011).
2.2.4.2. Mycobacterium bovis

El principal agente causal de la tuberculosis bovina es Mycobacterium bovis, cuyo
hospedero natural y primario son los bovinos, considerados el principal reservorio de
la enfermedad. Sin embargo, M. bovis también puede infectar a otros mamiferos,
incluidos los humanos, mamiferos domésticos como perros, gatos y cerdos, asi como
diversas especies de fauna silvestre, lo que amplia su impacto en la salud publica y
animal (ICA, 2024).

Las bacterias grampositivas, resistentes a los dcidos, con tamanos que varian de 0,2
a 0,7 x 1-10 micrometros, algo curvadas, con bordes apretados, sin esporas ni capsulas
y de crecimiento lento (INSST, 2022).

Puede sobrevivir durante meses en condiciones frias, oscuras y hUmedas. Se
encuentra en el ambiente contaminado o en la superficie de objetos. Es muy sensible
al calor, luz solar y a la luz ultravioleta, pero resistente al frio, a la congelaciéon vy
degradacion (INSST, 2022).

2.2.4.3. Mycobacterium africanum

Es un miembro del complejo de Mycobacterium tuberculosis que tiene un hdbitat
exclusivo en humanos. Sin embargo, se reportaron casos raros de infeccidon en
animales, generalmente por contacto directo con humanos infectados (De Jong et
al., 2010).

2.2.4.4. Mycobacterium canettii

Los humanos son el reservorio principal de Mycobacterium canettii, al igual que otros
miembros de los otros complejos como M. tuberculosis y M. africanum. La especie
estd principalmente en Africa, donde se han reportado infecciones humanas.
Aunqgue M. canettii solo se ha descrito en humanos, se cree que puede existir una

reserva animal no identificada (Coll y Garcia, 2018).
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2.2.4.5. Mycobacterium caprae

El hospedero mds comun de Mycobacterium caprae son las cabras. Sin embargo, el
ganado vacuno también puede verse afectado, con infecciones similares a las
provocadas por M. bovis. Ademds, M. caprae ha sido detectada en diversas especies
silvestres, como ciervos, jabalies, tigres siberianos, camellos, dromedarios y bisontes, lo
que evidencia un amplio rango de hospederos dentro del reino animal. Aunque
menos frecuente, se han reportado algunos casos de tuberculosis en humanos (Elika,
2024).

2.2.4.6. Mycobacterium pinnipedii

Los principales hospedadores de Mycobacterium pinnipedii son las focas,
especificamente las grises y las leonas marinas. También infecta a otfros animales
marinos que pertenecen al grupo de los pinnipedos, aungque su prevalencia en estas

especies no ha sido tan bien documentada (SOCIVESC, 2017).
2.2.4.7. Mycobacterium suricattae

En particular, este bacilo se ha recuperado de suricatas, que son pequenos
mamiferos sociales que viven en algunas partes de Africa. Hasta ahora no se han
encontrado en ofros hospederos, lo que indica que el rango de huéspedes para esta
bacteria es bastante pequeno y se encuentra en suricatas. Esto podria indicar una

especializacion evolutiva del bacilo hacia estos animales (Clarke et al., 2017).
2.2.4.8. Mycobacterium mungi

Mycobacterium mungi se encontrd principalmente en mangostas anilladas, que se
consideran su huésped principal. Hasta el momento, no se ha identificado ningun otro
animal como huésped de esta bacteria, lo que indica que las mangostas anilladas
pueden ser su huésped principal, y quizds el Unico, conocido. Esto sugiere una
estrecha relacién entre el patdégeno y este tipo de mangosta, con un rango de

huéspedes muy limitado (Goémez et al., 2024).
2.2.4.9. Mycobacterium orygis

Mycobacterium orygis se ha aislado principalmente del ganado vacuno, donde
puede causar infecciones similares a las causadas por otros miembros del complejo
Mycobacterium tuberculosis. Ademds, se han documentado casos de infeccidon en
conejos, lo que sugiere que esta especie también podria ser un huésped potencial.

Aungue se han informado infecciones en ofros mamiferos, el rango exacto de
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huéspedes de M. orygis aun no estd completamente definido, lo que indica que
puede haber mds especies susceptibles aun por descubrir (Organizacion Mundial de
Sanidad Animal, 2022).

2.2.4.10. Mycobacterium microti

El principal reservorio de M. microti son sus roedores, que incluyen ratas y otros
pequenos mamiferos. Se ha encontrado en gatos, que frecuentemente confraen la
infeccion a través del contacto con roedores infectados. Ademds, se han
documentado casos en jabalies, lo que sugiere que esta especie podria operar como
hospedador adicional. A pesar de que los roedores son |0s principales portadores,
estos hallazgos sugieren que M. microti tiene un rango mds amplio de huéspedes
potenciales, incluidos tanto animales domésticos como animales silvestres
(RumiNews, 2019).

2.2.6. Epidemiologia de la tuberculosis bovina

2.2.6.1. Mundial

La OMS sefiala que la tuberculosis bovina es mas comun en Asia y Africa. Se desarrolld
una estrategia en 2017 bajo el enfoque de "Una sola salud" para combatir la
tuberculosis zoondtica, implementando vigilancia activa y control de movimientos de
animales. Sin embargo, la OIE informd que solo el 44 % de los paises notificaron casos
de tuberculosis bovina entre enero de 2017 y junio de 2018 en la Figura 3 se observa
la distribucién mundial de TB, y solo una cuarta parte de los paises afectados
implementd todas las medidas de control necesarias. Para prevenir y controlar la
tuberculosis bovina en el origen animal, es esencial mejorar la vigilancia y los informes

precisos de los servicios veterinarios nacionales (Cifuentes y Murillo, 2021).

La prevalencia de la tuberculosis bovina varia significativamente entre las dreas. En
los paises en desarrollo sigue siendo comun, aunque estd casi erradicada en los paises
desarrollados o bajo control avanzado. En Europa occidental, Canadd y Estados
Unidos, las tasas de infeccién han caido a menos del 0,1%. A excepcidén de Nicaragua
y el Caribe. El porcentaje de animales afectados en Centroamérica es muy bajo,
menos del 0,1%, mientras que Cuba no tiene esta enfermedad. Los niveles mds altos
de infeccion de n se encuentran en América del Sur, donde la prevalencia es del 1%

0 mas, y los hatos lecheros son los mas afectados. (Gonzdles, 2019)
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Figura 3. Distribucion mundial de la fuberculosis bovina en 2017 y 2018.
Fuente: OMSA (2019)

2.2.6.2. Ecuador

En Ecuador, no se han registrado casos confiirmados de tuberculosis bovina. Estos
factores incluyen un mal manejo de los métodos de diagndstico, el llenado incorrecto
de registros, una inspeccion veterinaria inadecuada y la falta de conocimiento sobre
la enfermedad por parte de los ganaderos. Se destaca que la informacidn sobre la
prevalencia de TBB en Ecuador se obtiene principalmente de instituciones educativas
en lugar de organizaciones gubernamentales. Estas investigaciones realizadas por
estudiantes en todo el pais muestran que el gobierno no tiene un registro preciso de
la prevalencia del TBB y no tiene planes u organizaciones efectivas para controlarlo
(Cervantes, 2023).

En Ecuador, investigaciones realizadas en diferentes regiones del pais revelaron,
mediante pruebas de laboratorio, una tasa total de prevalencia de tuberculosis
bovina del 4,33%. Se estimé una prevalencia del 4.06% en otras regiones donde se
llevaron a cabo investigaciones, lo que destaca la gran cantidad de tuberculosis no
diagnosticada en animales sacrificados en el pais. Sin embargo, no hay estadisticas

sobre esta enfermedad a nivel nacional (Maldonado, 2020).
2.2.6.3. Carchi

En comparacién con ofras dreas dedicadas a la produccidon de ganado, la
prevalencia de tuberculosis bovina (TBB) es baja en Carchi, una provincia con una
gran cantidad de ganado. En 2002, la prevalencia fue del 1,73%, pero disminuyd
significativamente a 0,37% en 2013. Sin embargo, fodavia muestra TBB. En el cantéon
Tulcdn, en estudios realizados se encontraron prevalencias del 0.54% y 1.05%, lo que

indica que la enfermedad sigue presente en la provincia. La adquisicion frecuente
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de animales en mercados de procedencia desconocida y sin documentos que

certifiquen su estado de salud es una posible causa (Acosta y Palacios, 2022).
2.2.7. Transmision

La tuberculosis bovina es una enfermedad infecciosa que se transmite a través del
contacto directo con animales infectados y de forma indirecta mediante superficies
contaminadas. Los objetos como el suelo, agua, pasto y alimentos son fuentes de
transmisiéon clave, ya que el agente patdégeno puede sobrevivir en ellos durante
meses, aumentando el riesgo de propagacion en Tabla 2 podemos observar el
tiempo de superveniencia de M. bovis. La tfransmision aérea ocurre cuando un animall
infectado tose o exhala gotas de saliva. El contacto cercano entre las vacas lecheras
en dreas como comederos y salas de ordeno facilita aiun mas la diseminaciéon de la
enfermedad (Maldonado, 2020).

Tabla 2. Supervivencia de Mycobacterium bovis en el medio ambiente

Objeto Tiempo de supervivencia
Suelo Hasta 2 anos
Estiércol Varios meses
Polvo Varias semanas
Leche cruda Semanas a meses
Tejido de animales Meses
Fluidos y secreciones Dias a semanas
Agua Hasta 4 semanas
Pastos Varias semanas

Fuente: The Center for Food Security y Public Health ( 2009)

2.2.7.1. Vias de transmision
Segun Sdnchez (2024), las principales vias de propagacion son las siguientes:

e Viarespiratoria: es la mas comun (80 a ?0% de los casos), se propaga a fraves

de mugidos, estornudos o tos.

* Via digestiva: el 10 al 20 % de los casos ocurren cuando los terneros ingieren
leche no pasteurizada infectada, consumen suelos, pastos, agua, heces u
orina infectados con el bacilo. Es crucial comprender que Mycobacterium
bovis puede sobrevivir en heces, sangre y orina durante un ano en promedio
a temperaturas de 12-14 °C y protegido del sol, pero disminuye durante 18-31

dias a temperaturas de 24-43 °C y también si se expone al sol.

e Via materno fetal o congénita: hasta el 1% de las vacas afectadas pueden

contraer tuberculosis de madre a hijo.
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e via cutdnea: El bacilo ingresa a la piel infectada y forma una via cutdnea. La
identificacion de animales enfermos mediante pruebas bacterioldgicas es
esencial para prevenir la tuberculosis. El sacrificio y la incineracién de los
cuerpos ayudan a prevenir la propagacion de la enfermedad, y las dreas

afectadas deben ser declaradas en cuarentena.
2.2.8. Signos y sinfomas

La tuberculosis es una enfermedad sin sinftomas ni signos especificos, lo que hace que
el diagndstico clinico sea limitado. El signo clinico mds comun es la pérdida de peso
progresiva, que puede ir acompanada de fiebre fluctuante y, en fases avanzadas de

la enfermedad, caguexia (Macalupu, 2021).
Ayana y Gonzdlez (2019) mencionan que los sinftomas se pueden dividir en tres fases:

e Fase aguda: La invasion y formacion de lesiones en el primer érgano vy la
diseminacioén progresiva por todo el organismo, incluyendo la inflamacion de
los ganglios linfaticos, son caracteristicas de esta fase. Ademds, en casos de
inmunosupresion, la infeccion puede progresar a tuberculosis miliar en diversos

érganos.

e Fase tardia: los sinfomas incluyen debilidad progresiva, fatiga, debilidad y falta
de apetito. Se propaga al pulmdn, causando taquipnea, disnea y humedad.

ser evidente durante esta fase.

e Fase terminal: A menudo acompanada de sinfomas pulmonares graves, la
caquexia puede descomponerse en muerte. Acompanada de sintomas

pulmonares graves, la caguexia puede descomponerse en muerte.
2.2.9. Lesiones patolégicas

La tuberculosis se identifica por la formacion de granulomas o tubérculos donde se
encuentran las bacterias. Las lesiones se pueden encontrar en diversos érganos y
ganglios linfaticos en forma de nddulos o tubérculos con material caseoso purulento
de color amarillo, cuyo tamano y cantidad varian. En el ganado bovino, la
tuberculosis puede manifestarse de forma localizada o generalizada, afectando
principalmente los ganglios linfaticos de la cabeza y la garganta, asi como érganos
infernos como los pulmones, el bazo y el higado. En algunos casos avanzados, se han
detectado lesiones en el tracto genital. A nivel pulmonar, la enfermedad se

caracteriza por la formacion de nédulos firmes de superficie lisa, que varian entre 2y
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10 cm de didmetro, y que pueden presentar caseificacion y mineralizaciéon. Estas
lesiones también pueden encontrarse en las serosas y en las cdpsulas de los érganos

(Villavicencio, 2021).
2.2.10. Control y prevencion

Segun la Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal, varios paises han logrado
controlar la fuberculosis bovina mediante programas nacionales de control y
erradicacion de enfermedades que incluyen el sacrificio de animales infectados. Sin
embargo, debido al sacrificio masivo de ganado, limitaciones financieras, recursos
humanos y razones culturales, su implementacién puede ser dificil en paises

gravemente afectados (Alvarez y Rodriguez, 2023).

Estos paises suelen utilizar pruebas y aislamiento temprano antes de pasar a sacrificios
y pruebas mds tarde. Diversos programas de erradicacion han tenido éxito gracias a
medidas como inspecciones post mortem de carne, vigilancia intensiva en
explotaciones, pruebas individuales sistemdaticas, eliminacion de animales infectados

y trazabilidad efectiva (Alvarez y Rodriguez, 2023).

La tuberculosis bovina se controla mediante pruebas individuales antes del sacrificio
de animales infectados. Ademdas, los programas de erradicaciéon como el examen
post-mortem de la carne, la vigilancia intensiva de las explotaciones, las pruebas
individuales sistemdticas y la eliminacién de animales infectados, el control de
movimientos de animales y la reduccidn del tiempo de permanencia de animales

positivos en las explotaciones afectadas han demostrado ser efectivos (Veliz, 2020).

Los exdmenes post-mortem evitan que la carne de animales infectados ingrese a la
cadena alimentaria, buscando tubérculos en pulmones y ganglios linfaticos. A
diferencia de los humanos, los animales no se vacunan contra la tuberculosis bovina
porque las vacunas no siempre funcionan bien y pueden interferir con las pruebas de
deteccion (Veliz, 2020).

2.2.11. Diagnostico

Para diagnosticar la tuberculosis bovina se pueden utilizar tanto técnicas clinicas
como de laboratorio. El diagndstico se puede realizar con la ayuda de los sintomas
del animal, el andlisis post mortem vy la prueba de tuberculina. En el dmbito del
laboratorio, el diagndstico se realiza a partir de muestras contaminadas o

sospechosas que se tamizan y se colocan en medios de cultivo. Para confirmar la
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presencia de la enfermedad se realizan pruebas de sensibilidad como el interferén
gamma, la prueba serolégica de inmunoensayo (ELISA), pruebas bacterianas y

moleculares como la PCR (Vargas , 2020).
2.2.11.1. Prueba de tuberculina

Es una las pruebas estandar confiables utilizadas para diagnosticar tuberculosis en
animales vivos. Se utiliza en programas de control y erradicacion de la tuberculosis
bovina que emplean la estrategia en prueba vy sacrificio. La base de esta prueba es
la respuesta a la hipersensibilidad de fipo IV (retardada), que se encuentra 72 horas
después de la exposicion al antigeno. La hipersensibilidad de tipo IV se transfiere a
fravés de células T sensibilizadas en lugar del suero. Estas células T atraen a otras
células inmunitarias hacia el sitio de la reacciéon después de haber sido expuestas al

antigeno anterior (Torres, 2019).

La prueba de tuberculina utiliza un derivado proteico purificado como antigeno. Se
aplica en pequenas dosis al pliegue ano caudal (PAC) o al cuello (PCS). Esta prueba
no es especifica para Mycobacterium bovis porque puede mostrar contacto con
cualquier tipo de micobacteria. Como resultado, se realiza la prueba cervical
comparativa (PCC) mediante el uso de PPD bovino y aviar. El antigeno PPD causa
una respuesta inflamatoria localizada en animales sensibilizados en 48 horas en
porcinos y aves, y en 72 horas en bovinos y rumiantes. La especificidad de la prueba
de tuberculina oscila entre el 98% y el 99.9%. pero su sensibilidad oscila entre el 51% y

el 80%, lo que puede resultar en falsos negativos (Flores et al., 2019).
2.2.11.2. Inspeccion post mortem

Un paso esencial para identificar y fratar la tuberculosis bovina, causada por
Mycobacterium bovis, es mediante la inspeccién veterinaria. El objetivo de este
procedimiento, que se realiza en los centros de faenamiento, es identificar lesiones
relacionadas con la tuberculosis, identificar granulomas de tuberculosis en érganos y
tejidos que indiquen la presencia de tuberculosis, implementar una medida de control
sanitario para evitar que carne contaminada ingrese a la cadena alimentaria y
salvaguardar la salud publica, y establecer un registro epidemioldgico que ayude al
monitoreo y manejo de la prevalencia de la enfermedad en dreas particulares. La
inspeccion tiene una sensibilidad del 28.2% para detectar tuberculosis y una
especificidad del 99.3% para las lesiones identificadas como tuberculosas (Arcos
2020).
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Torres (2017), pasos a seguir para un proceso de inspeccion:

e Identificacion del animal: Antes de la necropsia, se registra el origen y estado

del animal, lo que facilita el rastreo epidemioldgico.

e Condiciones sanitarias: Asegurar que el entorno de inspeccion cumpla con las

normativas sanitarias.

e Inspeccidn visual: Evaluar el estado general del caddaver, buscando signos

evidentes de enfermedad o lesiones externas.

e Examen de la cabeza, se retiran las linfogldndulas retrofaringeas, submaxilares,

parotideas y amigdalas para buscar lesiones tuberculosas.

e Examen de la cavidad tordcica, los pulmones se examinan meticulosamente,
palpando vy readlizando cortes foliados en los ganglios bronquiales vy

mediastinicos.

e Examen de carcasa, las medias reses, cabeza y visceras se inspeccionan en
busca de adherencias o lesiones. Se realizan incisiones en linfogldndulas

preescapulares, prefemorales e inguinales.

e Toma de muestras, se recolectan ganglios linfaticos y trozos de érganos

(pulmoén, higado, bazo) para andlisis bacterioldgicos e histopatoldgicos.
2.2.11.3. Medios de cultivo

Su objetivo es confirmar la infeccidn en animales sacrificados y permitir Ia
identificacidon de la especie de micobacteria y su caracterizacion molecular para
buscar el origen vy las relaciones epidemioldgicas de la infeccidén. El crecimiento del
Mycobacterium bovis requiere una temperatura de 37°C y su aparicidén puede tardar
entre 6-8 semanas, ya que la enfermedad es de desarrollo lento. El cultivo no da falsos
positivos y un resultado positivo confirma la presencia del agente patdgeno. Sin
embargo, la falta de crecimiento bacteriano no significa que no haya infeccién
(Jakes, 2022).

2.2.11.3.1. Medio de cultivo STONEBRINK

Este medio se emplea para el cultivo de Mycobacterium tuberculosis variedad bovis,
ya que crea un ambiente favorable para su desarrollo. Contiene verde de malaquitaq,
que impide el crecimiento de flora acompanante Gram positiva y de algunas

bacterias Gram negativas. Su composicion incluye fosfato monosodico, fosfato
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disédico, piruvato de sodio, huevos frescos enteros, verde de malaquita y agua
purificada. El piruvato favorece el crecimiento de M. bovis. No obstante, para obtener
resultados 6ptimos, es fundamental seguir procedimientos clave, como un adecuado
procesamiento de la muestra, una descontaminaciéon en el tiempo correcto vy

asegurar condiciones Optimas de ubicacion y temperatura (Vargas , 2020).
2.2.11.3.2. Medio de cultivo Ogawa Kudoh

El medio de cultivo Ogawa Kudoh es selectivo y se emplea para el aislamiento y
cultivo de micobacterias, a excepcion de M. leprae. Cuando se utiliza de manera
adecuada, permite la identificacidon de al menos diez BAAR en una muestra, o que
aumenta su sensibilidad. Para preservar su eficacia, debe almacenarse en su envase
original entre 4 y 8°C, protegido de la luz directa. Su pH es de 6.4 y estd compuesto
por sales como citrato de magnesio, sulfato de magnesio, glutamato de sodio, fosfato
disdédico, fosfato mono potdsico anhidro, dlicerol, verde de malaquita vy
homogeneizado de huevo. Aunque no es exclusivo para M. tuberculosis, también
permite el crecimiento de otfras micobacterias, incluidas algunas no patdgenas
(Garcia y Vera, 2021).

2.2.11.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR), descubierta en 1983 por el
bioguimico Kary Mullis, transformé la biologia molecular al hacer posible la
amplificada accidén masiva de secuencias de ADN. Esta técnica ha sido fundamental
en genética, diagndstico médico y criminalistica. Gracias a este descubrimiento, que
permite estudiar el ADN en detalle a partir de muestras diminutas, Mullis fue
galardonado con el Premio Nobel en 1993, marcando un hito en las ciencias

biomoleculares (Kossakovski, 2021).

La PCR es un método de trabajo que amplifica un segmento especifico de ADN de
un pequeno volumen de material genético. Este método es rdpido, sensato y
especifico al realizar ciclos de temperaturas especificas. Su principal beneficio es
facilitar la identificacion de la accion del ADN de una bacteria en muestras
bioldgicas, como la sangre, permitiendo una deteccidén mds facil del agente causal

de enfermedades (Gaibor y Miguez, 2024).

Onelab (2024), el proceso de PCR se desarrolla en tres etapas fundamentales que

son:
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Desnaturalizaciéon (96°C), Durante 20 -30 segundos, las cadenas de ADN se
retardan y separan a altas temperaturas; la duracion varia segun la cantidad
de G-C y de la velocidad con la se aumenta la temperatura. Las cadenas

separadas que se utilizardn como plantilla para el siguiente paso.

Hibridaciéon (55°C- 65°C), para que los cebadores puedan unirse a sus

secuencias complementarias al ADN molde.

Extension (72°), para que los primers empiecen su funcién catalitica, la Tag
polimerasa debe actuar sobre estos a una velocidad muy rdpida; se agregan

dNTP’s adicionales para crear las cadenas completas de ADN.

Tamay de Dios et al. (2013), los componentes importantes para el desarrollo de la

amplificacién del ADN mediante PCR son:

Primers, pequenas secuencias de ADN disenadas para unirse a regiones
especificas del ADN que se quiere amplificar, marcando el inicio del proceso
de duplicaciéon. Sus concentraciones estan entre 0.2 - 1 uM, adecuadas para

un inicio especifico y eficiente de la amplificacion.

dNTPs, son los nucledtidos (adenina, timina, guanina y citosina) que se
incorporan al ADN durante la PCR para crear nuevas cadenas de ADN. Con
una concentracion entre 50 - 200 uM, en equilibrio para evitar errores vy

asegurar la incorporacién de nucledtidos.

Tampén (buffer), con una concentracién de 1X para mantener el pH vy las
condiciones optimas de la reaccidon, asegurando que la ADN polimerasa

funcione eficientemente.

ADN polimerasa (como Taq), es la enzima que sintetiza nuevas cadenas de
ADN a partir de los nucledtidos, trabajando a altas temperaturas. Con una
concentracién de aproximadamente 2 U por 100 yL de reaccién, ajustada

segun el tamano de la muestra.

MgCI, (cloruro de magnesio), Actua como un cofactor esencial para el
funcionamiento de la ADN polimerasa, facilitando su correcta unidon al ADN.
Requiere concentraciones entre 2 y 4 mM, siendo un elemento clave tanto

para la actividad de la enzima como para la precision de la reaccion.

La identificacion de micobacterias aisladas de medios liquidos o sélidos mediante el

uso de técnicas de biologia molecular permite diagndsticos mas rdpidos y confiables.
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Algunas técnicas comerciales se basan en la amplificacion de secuencias génicas
especificas del género Mycobacterium mediante PCR. Estas técnicas son Utiles para
diferenciar el complejo M. fuberculosis de otras micobacterias, aunque no enfre sus
miembros debido a la invariabilidad genética de los loci utilizados. Se utiliza la PCR
con oligonucleétidos especificos para amplificar fragmentos de ADN del complejo

M. tuberculosis para confirmar el diagndstico de TB (Chavez et al., 2004).
2.2.11.4.1 PCR convencional para Mycobacterium tuberculosis

La PCR convencional es una técnica molecular clave para la identificacion de
Mycobacterium bovis, causante de la tuberculosis bovina y relevante en la salud
publica por su zoonosis. Utiliza cebadores especificos, como los del inserto 1S6110
utilizado como un marcador genético en la PCR para detectar M. tuberculosis y
diferenciarlo de ofras especies, y condiciones de reaccién que incluyen Tris-HCI,
cloruro de magnesio y Taq polimerasa, con un ciclo de amplificacién que alcanza

hasta 45 ciclos para asegurar la sensibilidad (Herndndez et al., 2019).
2.2.11.4.2 PCR Mycobacterium bovis

Para diferenciar M. bovis de M. tuberculosis, se emplea un sistema de PCR basado en

la presencia o ausencia de regiones especificas del genoma, como RD1 y RD9.

e RDI1 (region of difference 1), es una regidn genética que se pierde en M. bovis
en comparacioén con M. tuberculosis. Los cebadores disenados para amplificar

esta regidon ayudan a confirmar la presencia de M. bovis (Yang et al., 2014).

e RD9, es ofra regidon de diferencia que permite distinguir entre M. bovis y otras
cepas del complejo M. tuberculosis. La amplificaciéon de RD9 se utiliza para

confirmar el diagndstico de infecciones por M. bovis (Gurrola et al., 2018).
2.2.11.5.2. Electroforesis

La electroforesis se utiliza para separar fragmentos de dcidos nucleicos. Para ello, se
emplean polimeros como la agarosa o la poliacrilamida, que se colocan en una
cubeta de electroforesis sumergida en un tampdn de pH cercano a 8. Las moléculas
de ADN o ARN, que fienen carga negativa en condiciones es de pH superiores a 5,
migraran hacia el polo positivo en el campo eléctrico, permitiendo asi su separacion
y posterior andlisis. Los geles en electroforesis funcionan como un tamiz, separando

moléculas cargadas en base a su tamano y forma. Fragmentos de ADN de distintos
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tamanos migran de forma diferente a través del gel, y la distancia que recorre cada

una o es inversamente proporcional al algoritmo de su peso molecular (Padilla et al.).

La concentracion del gel, que varia entre 0,5% y 2%, se ajusta segun el tamano de los
fragmentos a separar: geles menos concentrados son ideales para fragmentos
grandes (>1.000 pb), mientras que los mds concentrados son mejores para
fragmentos pequenos (<500 pb). El voltaje aplicado, generalmente entre 5-10 V/cm,
determina la velocidad de migraciéon, siendo comun usar 80-120 V para geles
pequenos, aungue valores mds altos pueden distorsionar las bandas por el calor
generado. El tiempo de ejecucién, aproximadamente de 30-60 minutos, varia con la
concenfraciéon del gel, el famano del gel y el voltaje, mientras se monitorea el

marcador de peso molecular para evitar sobrecargas (Pérezy Gomez, 2019).

Es esencial usar marcadores de tamano conocido para estimar los pesos moleculares
de las muestras de ADN. El gel es de agarosa; se anade bromuro de eftidio, un
compuesto que se intercala entre las bases del ADN y se vuelve fluorescente bajo luz
ultravioleta. Luego de la electroforesis, se ilumina el gel con una Idmpara UV,
permitiendo observar las bandas que corresponden tanto a las muestras de ADN

como a los marcadores de peso molecular (Padilla et al.).
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IIl. METODOLOGIA
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO

3.1.1. Enfoque

Esta investigacion tiene un enfoque cudlitativo, se centra en la identificaciéon y
confirmacién de Mycobacterium bovis en nddulos tuberosos de pulmones

provenientes del centro de faenamiento de la ciudad de Tulcdn.
3.1.2. Tipo de Investigacion

El enfoque de esta investigacion es de tipo descriptivo, a través de técnicas
moleculares, como la PCR, se podrd detectar la presencia o ausencia de
Mycobacterium bovis en muestras obtenidas de nddulos tuberculosos en los

pulmones.
3.2. IDEA A DEFENDER

La implementacion de pruebas de diagndstico molecular detecta Mycobacterium

bovis en nddulos tfuberculosos de bovinos en el centro de faenamiento de Tulcdn.
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3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla 3. Definicidon y operacionalizacion de variables

VARIABLES

DIMENSION

INDICADORES

TECNICA

INSTRUMENTO

Independientes

Técnicas moleculares

Calidad de las muestras

Reaccién en cadena de
la polimerasa

Separacién de

fragmentos de ADN, ARN
o proteinas

Técnica de obtencidon

Amplificacién del ADN
Temperaturas

Observacién de las bandas

Tiempo de almacenamiento
Método de conservacion.

PCR

Electroforesis

Observacién

Termociclador

Micropipetas

Gel de agarosa

Cdamara de electroforesis

Andlisis de lesiones
compatibles con TB

Dependientes Presencia Presencia de la banda especifica
Identificacién del MTBC Ausencia - .
123 pb Comparacion Observacion
Identificacion de Mycobacterium Presencia Presencia de la banda especifica
bovis Ausencia 108 pb
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3.4. METODOS UTILIZADOS

3.4.1. Ubicacién de la investigacion

El trabajo fue realizado en el laboratorio de Diagndstico Veterinario de la Universidad
Politécnica del Carchi, ubicado en la Avenida Universitaria, en el canton Tulcdn,

Provincia del Carchi.
3.4.2. Toma de muestras

En el centro de faenamiento de Tulcdn, se realizdé una inspeccidén post mortem de
pulmones, de 200 animales. Para evitar la contaminacion y asegurar la integridad de
las muestras, se implementaron medidas estrictas de bioseguridad, tales como el uso
de guantes estériles y equipo de proteccién personal. Las muestras se colocaron en
fundas independientes, etiguetadas con la informacidn relevante, incluyendo fecha,
fransportadas al Laboratorio de Diagndstico Veterinario de la UPEC, donde se

mantuvieron congeladas a -20°C hasta su procesamiento en laboratorio.

3.4.3. Fase de laboratorio

3.4.3.1. Procesamiento de las muestras

Las muestras se procesaron en condiciones estériles en una cdmara de flujo laminar
en el Laboratorio de Diagndstico Veterinario de la UPEC, para evitar la contaminacion
cruzada durante la descongelacion. Se identificaron las lesiones granulomatosas
como nos indica la Figura 4 y se tomaron fragmentos de estas lesiones utilizando tijeras
y pinzas esterilizadas. Los fragmentos se colocaron en tubos sellados y etiquetados
adecuadamente. Posteriormente, las muestras se congelaron a -20°C hasta su uso

para la extraccién de ADN.

Figura 4. Lesiones tuberculosis bovina
Fuente: Cresa (2017)
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3.4.3.2. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN un comercial de la marca Invitrogen:

Se colocaron 25 mg de ndédulos fuberosos en tubos de 3 ml.

Se anadieron 180 uL de tampdn de digestion y 20 uL de proteinasa K,

asegurando que el tejido quedara completamente sumergido.

Se incubd a 55 °C con agitacion ocasional hasta completar la lisis, durante un

periodo de 1 a 4 horas.

Se centrifugd el lisado a velocidad mdaxima durante 3 minutos a temperatura

ambiente.
Se transfirid el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga nuevo y esteéril.

Se anadieron 20 yuL de RNasa A al lisado, se mezcld bien y se incubd a

temperatura ambiente durante 2 minutos.
Se incorporaron 200 pyL de tfampodn de unidn/lisis gendmica y se mezcld bien.

Se anadieron 200 uL de etanol al 96-100 % al lisado y se mezcld agitando

durante 5 segundos.

Unién ADN

Se agrego el lisado (~640 L) preparado con Purelink® Genomic Lysis/Binding

Buffer y etanol a la PureLink® Spin Column.

Se centrifugd la columna a 10,000 x g durante 1 minuto a temperatura

ambiente.

Se desechd el tubo de recoleccion y se coloco la columna de centrifugacion

en un tubo de recoleccidon Purelink® limpio.

Lavado de ADN

Se agregaron 500 pyL de tampdn de lavado 1 preparado con etanol a la

columna.

Se centrifugd la columna a temperatura ambiente a 10,000 x g durante 1

minuto.

Se desechd el tubo de recoleccion y se colocd la columna de centrifugacion

en un tubo de recoleccion limpio.
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e Se agregaron 500 yL de tampdn de lavado 2 preparado con etanol a la

columna.

e Se centrifugd la columna a mdxima velocidad durante 3 minutos a

temperatura ambiente y se desechd el tubo de recoleccion.
Elucién de ADN

e Se colocd la columna de centrifugacion en un tubo de microcentrifuga estéril
de 1,5 ml.

e Se agregaron 25-200 yL de tampdn de elucion gendmica Purelink® a la

columna.

¢ Se incubd a temperatura ambiente durante 1 minuto y se cenfrifugd la
columna a madaxima velocidad durante 1 minuto. El tubo contenia ADN

gendmico purificado.

e Para recuperar mds ADN, se realizd un segundo paso de eluciéon utilizando el
mismo volumen de tampdn de elucion en otro tubo de microcentrifuga estéril
de 1,5 ml.

e Se centrifugd la columna a madxima velocidad durante 1,5 minutos a

temperatura ambiente.
e Eltubo contenia ADN purificado. Se reftird y desechd la columna.
Almacenamiento de ADN

e Almacene el ADN purificado a -20 °C o utilice el ADN para la aplicaciéon

posterior deseada.

3.4.3.3. Validacién de temperaturas para el complejo Mycobacterium tuberculosis

Para la validacion del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), se emplearon
gradientes de temperatura que oscilaron entre 64° a 72° C, este rango permitié
observar la eficiencia y especificidad de la amplificacion en cada temperatura,
optimizando las condiciones de alineacion con se indica en la Tabla 4. El nUmero de

ciclos utilizado fue de 35.
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Tabla 4. Pardmetros para el termociclador

Pardmetros Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién iniciall 94 °C 5 min
Desnaturalizaciéon 94 °C 2 min
Hibridacion 64°C-72°C 2 min
Replicacién 72°C 5 min
Almacenamiento 8°C 0

Fuente: Vatani et al. (2011)

3.4.3.4. Validacion de temperaturas para Mycobacterium bovis

De manera similar, la validacién de Mycobacterium bovis se llevd a cabo empleando
un gradiente de temperaturas entre 59 °C y 70 °C como se muestra en la Tabla 5. Este
procedimiento tuvo como objetivo identificar la temperatura éptima de alineacién

para la amplificaciéon especifica de M. bovis.

Tabla 5. Pardmetros para el termociclador

ParGmetros Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién inicial 95°C 5 min
Desnaturalizacion 94 °C 40 seg
Hibridacion 59°C-70°C 40 seg
Replicacion 72°C 10 min
Almacenamiento 8 °C 0

Fuente: Vatani et al. (2011)

3.4.3.5. PCR Complejo Mycobacterium tuberculosis

Para la identificacion de cepas pertenecientes al complejo Mycobacterium
tuberculosis se utilizd el elemento I1S6110, siendo un marcador comun y especifico
para este complejo. Se utilizdé primers disenados para amplificar un fragmento de 123

pb como se indica enla Tabla 6. Y los pardmetros establecidos para el termociclador

se muestran en la Tabla 8.

Tabla 6. Secuencia de primers para MTBC

1S6110 Secuencia de primers
Forward 5" CCTGCGAGCGTAGGCGTICGG 3
Reverse 5'CTICGICCAGCGC CGCTTICGG 3

Fuente: Vatani et al. (2011)

Para realizar la mezcla de reacciéon para 20 L se utilizaron los siguientes reactivos y
cantidades como se detallan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Reactivos para la PCR

Reactivos Volumen final
Master Mix 12,5 uL
Forward 0,5 uL
Reverse 0,5 uL
H20 6.5 uL
DNA 5uL

Fuente: Vatani et al. (2011)

Tabla 8. Condiciones para el tfermociclador

Pardmetros Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min
Desnaturalizacion 94 °C 2 min
Hibridacion Segun los rgsulfgdos dela
validacion
Replicacion 72°C 5min
Almacenamiento 8°C 0

Fuente: Vatani et al. (2011)

3.4.3.6. PCR Mycobacterium bovis

Para identificar los fragmentos RD1 y RD9 en M. bovis, se utilizaron primers especificos.
En la Tabla 9 se muestran los primers utilizados y las bandas de identificacion
correspondientes.

Tabla 9. Bandas de identificacion y secuencia de primers utilizados para
Mycobacterium bovis

Bandas de identificacion Secuencia de primers

5-CAAGTIGCCGITTCGAGCC-3'
5-CAATGTTTGTTGCGCTGC-3'

RD? (108 pb) 5-GCTACCCTCGACCAAGTGTT-3'

5-AAGCGGITGCCGCCGACCGACC-3
RD1 (146-150 pb) 5'-CTGGCTATATICCTIGGGCCCGG-3'
5-GAGGCGATCTGGCGGTITGGGG-3'

Fuente: Vatani et al. (2011)

Los cdlculos necesarios para preparar un volumen final de reaccién de 20 pl fueron
realizados previamente. La Tabla 10 presenta las cantidades especificas de cada
reactivo, asi como el orden en que fueron anadidos a la mezcla. Por otro lado, la
Tabla 11 muestra los pardmetros establecidos para llevar a lareaccidon en cadena de

la polimerasa (PCR).
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Tabla 10. Reactivos utilizados para la PCR

Reactivos Concentraciones iniciales Volumen final (1X)
Mater mix 12.5 uL 12.5 uL
P1 0.2 uL 0.2 uL
P2 0.2 uL 0.2 uL
P3 0.2 uL 0.2 uL
P4 0.2 uL 0.2 uL
P5 0.2 uL 0.2 uL
Pé 0.2 uL 0.2 uL
H20 - 6.3 UL

e Se coloco 20 ul del mix en tubos de 200 pil.
e A cada tubo de 200 ul se le agregd 5 ul de ADN extraido.

e Segun los pardmetros especificos que se indican a continuacion, se realizd la

amplificacion en el equipo.
e ElnUmero de ciclos fue 35.

Tabla 11. Condiciones para el fermociclador

Pardmetros Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 5min
Desnaturalizacion 94 °C 40 seg
Hibridacion Segun los rgsulfgdos dela
validacion
Replicacién 72°C 10 min
Almacenamiento 8 °C 0

3.4.3.5. Electroforesis

e Lasbandas se visualizaron en gel de agarosa al 2%, el cual fue preparado con
50 ml de buffer TBE.

e Se colocaron las muestras en el tanque de electroforesis, con los marcadores

de peso molecular (50 pb) a 90 voltios durante 45 minutos.
e Por Ultimo, se observaron las bandas con luz UV en el tfransiluminador.
3.5. ANALISIS ESTADISTICO

3.5.1. Toma de muestras

Se tomaron 45 muestras de ndédulos tuberosos de pulmones de bovinos en el centro
de faenamiento de la ciudad de Tulcdn, de un total de 200 animales analizados. Esta
canfidad de muestras refleja la limitada entrada de animales con signos de la

enfermedad, debido a la falta de controles sanitarios en los hatos ganaderos.
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3.5.2. Estadistica descriptiva

En el presente estudio, se utilizd estadistica descriptiva para organizar los datos
recolectados sobre la presencia de Mycobacterium bovis en las muestras analizadas.
Aungue el enfoque general de esta investigacion es cudlitativo, la estadistica
descriptiva permite organizar la informacion en porcentajes de muestras positivas y
negativas, proporcionando una visidén general de la distribucion de este patdgeno en
el conjunto de datos. La representacion de los resultados fue mediante tablas y
grdficos, ayudando a una interpretaciéon mds clara de los hallazgos (Renddén et al.,
2019).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS
4.1.1. Inspeccidn veterinaria
Se realizé una inspeccion post- mortem de 200 bovinos, identificdndose 45 (22,5 %)

animales con lesiones compatibles a la TB a nivel de pulmones. Los resultados se

muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Resultados de Inspeccidn veterinaria

Inspeccidn veterinaria Animales Porcentaje
Positivas 45 22,5%
Negativas 155 77.5%
Total 200 100%

4.1.2. Validacion de técnicas
4.1.2.3. Validacion del complejo Mycobacterium tuberculosis

Para la validacion del complejo Mycobacterium tuberculosis se aplicaron gradientes
de temperatura entre 64 a 72°C, durante la reaccion de PCR, obteniéndose como
temperatura 6ptima de amplificacion 68°C. Este resultado se observa en la Figura 5,

donde se aprecian las bandas con mayor claridad.

64 65 66 67 48 49 69 70 7] 72 50pb

Figura 5. Gradiente complejo Mycobacterium tuberculosis
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4.1.2.4. Validacién para Mycobacterium bovis

Para la validacion de Mycobacterium bovis se aplicaron gradientes de temperatura
entre 59 a 70 °C durante la hibridacion, obteniéndose como temperatura dptima de
amplificacién 62°C. Este resultado se observa en la Figura 6, donde se puede observar

con mayor claridad la banda correspondiente.

61.0 62.0 630 64.0 65.0 66.0 S0pb

Figura 6. Gradiente de Mycobacterium bovis

4.1.3. Complejo Mycobacterium tuberculosis

De las 45 muestras identificadas con lesiones compatibles a TB, se sometieron a
prueba mediante PCR. Como resultado se detectaron 10 muestras pertenecientes al
complejo Mycobacterium tuberculosis, las cuales se confirmaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% como se observa en la Figura 7 bandas

correspondientes a 123 pb. Y la Tabla 13 nos indica las muestras positivas al MTBC.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa MTBC
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Tabla 13. Resultados de PCR complejo Mycobacterium tuberculosis

NUMERO PCR
15 MTBC
20 MTBC
41 MTBC
23 MTBC
5 MTBC
30 MTBC
60 MTBC
11 MTBC
52 MTBC
8 MTBC

4.1.4. Mycobacterium bovis

De las 10 cepas identificadas como pertenecientes al complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC), se realizd una PCR utilizando cebadores especificos para
Mycobacterium bovis, logrando identificar 7 muestras correspondientes a M. bovis.
Los resultados se confirmaron mediante observacién en gel de electroforesis Figura 8
donde se puede observar bandas correspondientes a 108 pb y se detallan en la Tabla
14.

Tabla 14: Resultados de PCR a Mycobacterium bovis

NUMERO PCR
20 M. bovis
5 M. bovis
11 M. bovis
8 M. bovis
41 M. bovis
30 M. bovis
52 M. bovis

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa Mycobacterium bovis
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4.1.5. ldentificacion de Mycobacterium bovis

En la inspeccion post mortem realizada en el centro de faenamiento de la ciudad de
Tulcdn, se identificaron lesiones compatibles con tuberculosis en 45/200 (22,5%)
bovinos analizados. De estos 45 animales con lesiones compatibles, 10/45 (22,2%)
fueron positivos al complejo Mycobacterium tuberculosis. De los 10 casos positivos al
complejo Mycobacterium tuberculosis, 7/10 (70%) fueron positivos a tuberculosis
bovina, causada por Mycobacterium bovis. La Tabla 15 presenta un resumen de los

resultados obtenidos.

Tabla 15. Identificacién de Mycobacterium bovis

Andlisis cantidad Porcentaje
Inspeccion Post mortem 45/200 22,5%
Complejo Mycobgcfenum 10/45 220%
tuberculosis
Mycobacterium bovis 7/10 70%

4.2. DISCUSION

En la presente investigacion, los resultados obtenidos mediante la inspeccién post
mortem de tuberculosis TB en el centro de faenamiento de la ciudad de Tulcdan fueron
del 45/200 (22,45%) animales con lesiones compatibles a TB. Estos resultados son
similares a los reportados por Alvarez y Rodriguez (2023) en su estudio “Prevalencia de
Mycobacterium spp. en canales de bovinos sacrificados en el centro de faenamiento
del cantén El Carmen”, donde se encontrd una prevalencia del 15,74%, lo que indica
que la enfermedad sigue presente en el pais. Sin embargo, en la investigacion de
Rosas (2021) realizada en el camal de Tulcdn, la prevalencia mediante inspeccién
post mortem fue significativamente mayor, alcanzando el 43,25% (125/289). Esto
resalta la alta incidencia de la enfermedad en algunos centros de faenamiento y su

impacto en la ganaderia local.

En cuanto a la validacién de las técnicas moleculares, se utilizd un gradiente de
temperaturas entre 64°C y 72°C durante la etapa de hibridacion del PCR. Los
resultados mostraron que a 68°C se observo la banda correspondiente al complejo
Mycobacterium tuberculosis con mayor claridad, lo que indica una mayor
especificidad y estabilidad de las inferacciones entre los primers y el ADN. Estos
hallazgos son consistentes con los obtenidos por Vatani et al. (2011) en su estudio
sobre la diversidad genética de Mycobacterium tuberculosis, donde también
emplearon un rango de temperaturas similares, lo que permitié resultados confiables

para la fipificacion del complejo. La relacion entre ambos estudios subraya la
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relevancia de optimizar la temperatura de hibridacion como un paso critico para

maximizar la exactitud en la identificacion molecular del complejo.

De los 45 animales con lesiones compatibles a TB 10/45 (22,2%) fueron positivos al
complejo Mycobacterium tuberculosis. Este resultado es comparable con los
obtenidos por Villavicencio (2021), quien reporté una prevalencia del 4,7% (18/385)
utilizando el medio de cultivo Stonebrink en muestras de ndédulos pulmonares y
linfaticos. Ademds, en el estudio de Rosas (2021), se identificaron 5 cepas

pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis mediante PCR.

En la identificacion de Mycobacterium bovis mediante PCR, se utilizaron las 10 cepas
identificadas como positivas al complejo Mycobacterium tuberculosis, de las cuales
7/10 (70 %) fueron positivas a Mycobacterium bovis. Estos resultados coinciden con
los de Guananga (2020), quien reportd una prevalencia de 0,52% (2/385) en su
estudio realizado en Riobamba, lo que indica una baja prevalencia en comparacion
con los animales muestreados. Sin embargo, algunos estudios han reportado una
prevalencia de 0% utilizando PCR, como en el caso de Cruz y Pozo (2019) en Daule,
lo cual podria estar relacionado con la menor prevalencia de tuberculosis en bovinos

de la costa frente a los de la Sierra.

También se encuentran estudios como el de Barberdn y Cedeno (2021), que
reportaron una prevalencia del 6% (8/132) positiva a Mycobacterium bovis mediante
cultivos bacterioldgicos, o el de Garcia y Vera (2021), quienes informaron una
prevalencia del 0,87% (2/229) en el camal municipal de Chone. Sin embargo, pocos
estudios han utilizado la PCR como método de identificacion de Mycobacterium
bovis, lo cual es crucial debido a la especificidad de la técnica y la eliminacion de

falsos negativos.

La aplicacion del diagndstico molecular mediante PCR en Tulcdn se muestra como
una estrategia fundamental para el control de la tuberculosis bovina, ya que su alta
sensibilidad y especificidad permiten una deteccion precisa del agente causal de la
enfermedad. La rapidez y exactitud de esta técnica mejoran la deteccion temprana,
lo que facilita la implementacion de medidas de control, como el aislamiento de
animales infectados y la prevencion de la propagacion en los rebanos. Esto no solo
contribuye a reducir las pérdidas econdmicas en la produccidon y comercializacion

del ganado, sino que también protege la salud publica en la ciudad.
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5.1.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

La inspeccidon post mortem realizada en el centro de faenamiento de la
ciudad de Tulcdn reveld que 45/200 (22,5%) de los animales presentaron
lesiones compatibles con tuberculosis. Este hallazgo subraya la presencia de la
enfermedad en la region y la necesidad de continuar con el monitoreo de la
salud animal en los centros de faenamiento.

La validacion de las técnicas moleculares permitié establecer que la
temperatura 6ptima para realizar el PCR del complejo Mycobacterium
tuberculosis es 68°C y para Mycobacterium bovis es 62°C. Estos pardmetros son
fundamentales para obtener resultados mds confiables y especificos en la
deteccién molecular de la tuberculosis bovina.

Mediante la técnica de PCR, se identificd 10/45 (22,2 %) de las muestras como
pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis, destacando la
eficacia del PCR para la deteccidn temprana de la tuberculosis bovina.

Se identificd 7/10 (70 %) muestras positivas a Mycobacterium bovis en el centro
de faenamiento de Tulcdn, lo que confima la presencia de este agente
patdgeno y la necesidad de aplicar estrategias de control especificas para la

tfuberculosis bovina.
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5.2

RECOMENDACIONES

Capacitar a los profesionales veterinarios y personal de los centros de
faenamiento sobre técnicas de inspeccidn post mortem y la correcta
identificacion de lesiones compatibles con tuberculosis bovina, para mejorar
la deteccion temprana y el manejo de la enfermedad en los animales
sacrificados.

Implementar un manejo adecuado de las muestras para evitar
contaminaciones cruzadas, particularmente aquellas asociadas al complejo
Mycobacterium tuberculosis (MBTC).

Utilizar PCR como prueba de "screening" en animales con lesiones tuberosas
sospechosas, ya que esta técnica de punto final tiene una alta sensibilidad y
especificidad, lo que permite detectar con precisidon la presencia de los

microorganismos del complejo Mycobacterium tuberculosis.
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Anexo 3. Inspeccion Veterinaria

Figura 9. Inspeccion veterinaria

Anexo 4. Laboratorio

Figura 10. Muestras
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Figura 12. Reactivos para PCR

67



	RESUMEN
	ABSTRACT
	INTRODUCCIÓN
	I. EL PROBLEMA
	1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
	1.2. FORMULACIÓN DEL PROBLEMA
	1.1. JUSTIFICACIÓN
	1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN
	1.4.1. Objetivo General
	1.4.2. Objetivos Específicos
	1.4.3. Preguntas de Investigación


	II. FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA
	2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACIÓN
	2.2. MARCO TEÓRICO
	2.2.1. Importancia de la tuberculosis bovina
	2.2.2. Etiología
	2.2.3. Taxonomía
	2.2.4. Patogenia de Mycobacterium bovis
	2.2.5. Especies del complejo Mycobacterium tuberculosis y sus hospederos
	2.2.4.1. Mycobacterium tuberculosis
	2.2.4.2. Mycobacterium bovis
	2.2.4.3. Mycobacterium africanum
	2.2.4.4. Mycobacterium canettii
	2.2.4.5. Mycobacterium caprae
	2.2.4.6. Mycobacterium pinnipedii
	2.2.4.7. Mycobacterium suricattae
	2.2.4.8. Mycobacterium mungi
	2.2.4.9. Mycobacterium orygis
	2.2.4.10. Mycobacterium microti

	2.2.6. Epidemiología de la tuberculosis bovina
	2.2.6.1. Mundial
	2.2.6.2. Ecuador
	2.2.6.3. Carchi

	2.2.7. Transmisión
	2.2.7.1. Vías de transmisión

	2.2.8. Signos y síntomas
	2.2.9. Lesiones patológicas
	2.2.10. Control y prevención
	2.2.11. Diagnóstico
	2.2.11.1. Prueba de tuberculina
	2.2.11.2. Inspección post mortem
	2.2.11.3. Medios de cultivo
	2.2.11.3.1. Medio de cultivo STONEBRINK
	2.2.11.3.2. Medio de cultivo Ogawa Kudoh

	2.2.11.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
	2.2.11.4.1 PCR convencional para Mycobacterium tuberculosis

	2.2.11.5.2. Electroforesis



	III. METODOLOGÍA
	3.1. ENFOQUE METODOLÓGICO
	3.1.1. Enfoque
	3.1.2. Tipo de Investigación

	3.2. IDEA A DEFENDER
	3.3. DEFINICIÓN Y OPERACIONALIZACIÓN DE LAS VARIABLES
	3.4. MÉTODOS UTILIZADOS
	3.4.1. Ubicación de la investigación
	3.4.2. Toma de muestras
	3.4.3. Fase de laboratorio
	3.4.3.1. Procesamiento de las muestras
	3.4.3.2. Extracción de ADN
	3.4.3.3. Validación de temperaturas para el complejo Mycobacterium tuberculosis
	3.4.3.4. Validación de temperaturas para Mycobacterium bovis
	3.4.3.5. PCR Complejo Mycobacterium tuberculosis
	3.4.3.6. PCR Mycobacterium bovis
	3.4.3.5. Electroforesis


	3.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
	3.5.1. Toma de muestras
	3.5.2. Estadística descriptiva


	IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	4.1. RESULTADOS
	4.1.1. Inspección veterinaria
	4.1.2. Validación de técnicas
	4.1.2.3. Validación del complejo Mycobacterium tuberculosis
	4.1.2.4. Validación para Mycobacterium bovis

	4.1.3. Complejo Mycobacterium tuberculosis
	4.1.4. Mycobacterium bovis
	4.1.5. Identificación de Mycobacterium bovis

	4.2. DISCUSIÓN

	V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
	5.1. CONCLUSIONES
	5.2. RECOMENDACIONES

	VI. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	VII. ANEXOS

		2025-04-14T12:05:42-0500




