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RESUMEN

El estudio de Mycobacterium bovis en microbiologia a nivel mundial por su efecto social en
salud y la economia, por su caracter zoondtica. La bacteria frecuentemente se transmite a
mamiferos propagandose por contacto con animales domeésticos o salvajes infectados. Lo
frecuente es la via aerogena, al toser o al respirar, via digestiva. Se contagia al ingerir leche
cruda, saliva u otras secreciones de comederos o bebederos contaminados. Las personas pueden
infectar al beber o comer productos lacteos no pasteurizados. También carne cruda o mal cocida
puede ser fuente de transmision. A través del contacto directo con una herida, lo que podria ocurrir
durante el manejo de los animales, matanza, transporte, tercena. Para la determinacion de la
enfermedad actualmente se realizan diferentes tipos de métodos y técnicas algunas en periodos
de tiempos cortos, pero con una especificidad muy baja, otras con periodos de tiempos largos
mayores a 48 horas, costos elevados y bajo porcentaje de especificidad. Con el propoésito de
Validar la eficiencia de la técnica de LAMP en deteccion de Mycobacterium bovis. Este trabajo
se fundamenta con la extraccion de nodulos pulmonares de animales con caracteristicas
desfavorables (bajo peso corporal, decaimiento, tos). Sometidos 46 animales por semanas
muestreados durante 8 semanas. Aplicando el protocolo de TENS modificado se extrajo el
ADN. Seguido de (LAMP) alta especificidad, eficacia y rapidez bajo condiciones isotérmicas,
llevada a cabo a una temperatura constante Determinando la prevalencia de bovinos infectados
con Mycobacterium bovis 122 (33.15%) positivos y 246 (66.85%) negativos de que son
faenados en el camal Municipal del cantén EI Empalme. Realizado el proceso se obtuvo un
costo por reaccion de muestra con el uso de la técnica de LAMP para la deteccion de
Mycobacterium bovis de $ 1.81 manteniéndose por debajo del costo en comparacion de otras

técnicas.

Palabras claves: Aerogena, especificidad, prevalencia.
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ABSTRACT

The study of Mycobacterium bovis in microbiology worldwide due to its social effect on health
and economy, due to its zoonotic nature. Bacterium are often transmitted to mammals by
spreading by contact with infected domestic or wild animals. The frequent thing is the airway,
when coughing or breathing, via the digestive system. It is spread by ingesting raw milk,
salivation or other contaminations of contaminated feeders or drinkers. People can infect when
drinking or eating unpasteurized dairy products. Raw or undercooked meat can also be a source
of transmission. Through direct contact with a wound, what could happen during the handling
of animals, killing, transport, Butcher shop. For the determination of the disease, different types
of methods and techniques are currently carried out, some in periods of short times, but with a
very low specificity, others with long periods of time greater than 48 hours, high costs and low
percentage of specificity. In order to validate the efficiency of the LAMP technique in the
detection of Mycobacterium bovis. This work is based on the extraction of pulmonary nodules
from animals with unfavorable characteristics (low body weight, decay, cough). Subjected 46
animals per week sampled for 8 weeks. DNA was extracted by applying the modified TENS
protocol. Following (LAMP) high specificity, efficacy and speed under isothermal conditions,
carried out at a constant temperature. Determining the prevalence of bovine infected with
Mycobacterium bovis 122 (33.15%) positive and 246 (66.85%) negative that are slaughtered in
the slaughter center Municipality of the city El Empalme. Once the process was completed, a
cost per sample reaction was obtained with the use of the LAMP technique for the detection of

Mycobacterium bovis of $ 1.81, remaining below the cost in comparison with other techniques.

Keywords: Respite way, specificity, prevalence.
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de bovinos infectados con Mycobacterium bovis 122 (33.15%) positivos
y 246 (66.85%) negativos de que son faenados en el camal Municipal del
canton ElI Empalme. Realizado el proceso se obtuvo un costo por
reaccion de muestra con el uso de la técnica de LAMP para la deteccion
de Mycobacterium bovis de $ 1.81 manteniéndose por debajo del costo

en comparacion de otras técnicas.

Abstract.- The study of Mycobacterium bovis in microbiology
worldwide due to its social effect on health and economy, due to its
zoonotic nature. Bacterium are often transmitted to mammals by
spreading by contact with infected domestic or wild animals. The
frequent thing is the airway, when coughing or breathing, via the
digestive system. It is spread by ingesting raw milk, salivation or other
contaminations of contaminated feeders or drinkers. People can infect
when drinking or eating unpasteurized dairy products. Raw or
undercooked meat can also be a source of transmission. Through direct
contact with a wound, what could happen during the handling of animals,
killing, transport, Butcher shop. For the determination of the disease,
different types of methods and techniques are currently carried out, some
in periods of short times, but with a very low specificity, others with long
periods of time greater than 48 hours, high costs and low percentage of
specificity. In order to validate the efficiency of the LAMP technique in
the detection of Mycobacterium bovis. This work is based on the
extraction of pulmonary nodules from animals with unfavorable
characteristics (low body weight, decay, cough). Subjected 46 animals
per week sampled for 8 weeks. DNA was extracted by applying the
modified TENS protocol. Following (LAMP) high specificity, efficacy
and speed under isothermal conditions, carried out at a constant
temperature. Determining the prevalence of bovine infected with
Mycobacterium bovis 122 (33.15%) positive and 246 (66.85%) negative




that are slaughtered in the slaughter center Municipality of the city El
Empalme. Once the process was completed, a cost per sample reaction
was obtained with the use of the LAMP technique for the detection of
Mycobacterium bovis of $ 1.81, remaining below the cost in comparison
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INTRODUCCION

En la actualidad existen datos donde se han identificado mas de 130 especies de micobacterias,
muchas de ellas estan asociadas a enfermedad en el hombre (1). A pesar de la abundancia de
especies; los grupos que causan la mayor parte de las infecciones en el ser humano son: M.
tuberculosis, M. avium, M. leprae, M.bovis, M. kansasii, M. fortuitum, M. chelonae y M.

abcessus (1).

La Tuberculosis Bovina (TBB) es una enfermedad infectocontagiosa producida por una bacteria
Ilamada Mycobacterium bovis, este microorganismo se caracteriza por transmitirse a personas
al ser de caracter zoonoOtica, como también a distintas especies de animales domésticos y
silvestres (2). Ademas, es considerado un microorganismo del grupo 111 de riesgo/peligro, con
medidas precautelares, generando un problema de salud puablica, también limitando la
potencialidad del sector pecuario causando considerables pérdidas econémicas, en cuanto a la

produccién de leche, carne, y todos sus derivados (3).

La T. bovina provoca afecciones en distintas partes del cuerpo, principalmente la formacion de
granulomas nodulares conocidos como tubérculos en pulmones y ganglios linfaticos. Se puede
presentar en forma cronica y aguda, afectando a animales de todas las edades, esto depende de

diversos factores como son: estado nutricional, manejo, edad, entre otros (3).

La Tuberculosis bovina a nivel mundial es la novena causa de muerte. En 2 016 la cifra estimada
de muertes por T. bovina fue de 1,3 millones (frente a los 1,7 millones de 2 000). Las
financiaciones para la atencion y la prevencion de la TB se dan desde hace mas de 10 afios, pero
sigue existiendo un déficit (US$ 2 300 millones en 2 017) (4).

El riesgo sanitario por zoonosis, especialmente por el consumo de leche o queso crudo, pero
también por contacto directo con el animal en la finca o en el matadero. Segin un informe
estadistico del Ministerio de Salud Publica en el 2 013 se contabilizaron 2 938 guayasenses con

tuberculosis (5).
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En Latinoamérica, en humanos, se registra una baja prevalencia causada por la infeccion con M.,
bovis (6). Las vacas infectados con M. bovis, disminuyen gradualmente su peso vivo, perdiendo
un promedio de 15% del peso normal y las pérdidas en el momento del sacrificio en el matadero

por decomiso parcial o total de los bovinos, afectan la economia de la finca (7).

Para el diagnostico de tuberculosis bovina y paratuberculosis se utilizan pruebas intradérmicas:
la prueba de tuberculina (PPD bovina y PPD aviar) (6). También, la reaccion en cadena de la
polimersa (PCR) es una metodologia que ha facilitado la identificacién de microorganismos de
una manera precisa y confiable (8). Los avances en la biologia molecular han permitido
desarrollar varias técnicas de deteccion que usan diferentes variantes de PCR (9; 10). Como

PCR en tiempo real, PCR cuantitativa, PCR de inmunocaptura, y otros (11; 12).

Todas estas técnicas y sus variantes requieren de un laboratorio complejo que disponga de
equipos especializados. Diagnostico son sensibilidad, especificidad, bajo costo, simplicidad,
rapidez, adaptabilidad a la temperatura y facil disponibilidad de equipos (11; 12). Los analisis
de PCR basados en métodos de deteccion de ADN poseen cualidades de especificidad y
sensibilidad pero se diferencian por su costo, rapidez, adaptabilidad a la temperatura y requieren
de personal altamente calificado para efectuar el proceso (13).

Mientras, la técnica de amplificacion isotérmica mediada por bucle o LAMP por sus siglas en
inglés, se destaca por ser una prueba de diagnostico eficaz y facil de realizar, a pesar de que el
principio y mecanismo de accion es complejo. Esta técnica, al igual que la PCR, tiene la
capacidad de amplificar fragmentos especificos de ADN (secuencia diana), lo que permite la
deteccidn altamente sensible de patégenos (12). Lo interesante es que no existe necesidad de
equipos sofisticados y personal altamente especializado, a mas de, el tiempo de diagndstico es
viable, pues, permite realizarlo en aproximadamente un dia lo que permite tomar acciones

oportunas para reducir la vulnerabilidad (12).

En consecuencia, este trabajo tuvo el objetivo de determinar la incidencia de Mycobacterium
bovis en el camal Municipal del cantén EI Empalme, provincia del Guayas, a través de la técnica
de LAMP.
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CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

En la actualidad el incremento del nimero de bovinos afectadas por tuberculosis bovina, esta se
da mayormente a causa de un mal control de los posibles agentes causales como lo son los
bovinos portadores Mycobacterium bovis; Al no existir un adecuado manejo de la alimentacion,
sanidad y el intercambio de animales de diferentes fincas, tendremos animales posiblemente

infectados con M. bovis expresando un efecto negativo menor rendimiento dentro de la

produccién y mayor riesgo de contagio dentro del hato y personal de trabajo.

1.1.2. Formulacion del problema.

A causa de un mal manejo en los centros de faenamientos donde se faenan y expenden animales

portadores de M. bovis con los cuales no se cumpliria las normar sanitarias para la salud publica.

1.1.3. Sistema del problema.

¢Cudl es la incidencia de bovinos faenados con (Mycobacterium bovis)?

1.2. Objetivos.

1.2.1. Objetivo general.

e Determinar la incidencia de Mycobacterium bovis en el camal Municipal del canton El

Empalme, provincia del Guayas, a través de la técnica de LAMP.
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1.2.2. Objetivos especificos

e Validar la eficiencia de la técnica de LAMP en deteccion de Mycobacterium bovis.

e Determinar la prevalencia de bovinos infectados con Mycobacterium bovis que son

faenados en el camal Municipal del canton EI Empalme.

e Establecer el costo por reaccion de muestra con el uso de la técnica de LAMP para la

deteccion de Mycobacterium bovis.

1.3. Justificacion.

La sostenibilidad de la ganaderia bovina en la regién costa por efecto de la alimentacion
mayormente a pastoreo justificaria los ingresos, pero al existir dos periodos en el afio (invierno
con precipitacion de lluvias y verano sin precipitaciones de Iluvia) la producciéon de forrajes son
distintas escaseando en verano temiendo un cambio drastico la mayoria de las ganaderias con
animales de muy bajo peso, desnutridos quedando susceptibles al desarrollo de un sin nimero

de enfermedades.

Dentro de las posibles enfermedades que pueden desarrollar la tuberculosis, que puede causar
mortalidad en animales y de gran impacto en la salud humana al ser zoonética. Con la obtencion
de muestras de tejido pulmonar a los bovinos que son faenados en el camal Municipal del cantén
El Empalme, se aplicara la técnica de LAMP, para verificar la incidencia de bovinos positivos

a M. bovis.
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CAPITULO IlI.
MARCO TEORICO



2.1. Marco conceptual.

2.1.1. Mycobacterium.

Se puede entender como una de las enfermedades infecciosas mas mortales y prevalentes, la
tuberculosis es considerada hoy en dia una enfermedad pulmonar que afecta a gran parte de la
poblacién mundial, creyéndose que actualmente un tercio de la misma cuenta con algun tipo de
infeccion tuberculosa. Gran parte de ese tercio de poblacién es considerada portadora cronica

de la tuberculosis (14).

2.1.2. Mycobacterium bovis.

Mycobacterium bovis causa tuberculosis en el ganado, los humanos y otros primates, asi como
en otros animales como perros, gatos, cerdos, papagayos, entre otros (15). En humanos, el
contacto entre ganado y humanos (en especial en la poblacion rural, personal de frigorificos y
de la industria de la carne, veterinarios, laboratoristas, entre otros) (16). Puede producirse por
inhalacion o ingesta de productos contaminados, a través del consumo de productos lacteos sin

pasteurizar, pero la transmisién de persona a persona también ha sido documentada (15).

2.1.3. Microbiologico.

Se describe a la microbiologia como la ciencia encargada del estudio de los microorganismos,
seres Vivos pequefios, también conocidos como microbios. So6lo visibles a través del
microscopio: Pueden ser eucariotas tales como hongos y protistas, procariotas como bacterias.
Estos pueden estar constituidos por una sola célula, asi como pequefios agregados celulares

formados por células equivalentes (17).
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2.1.4. Tuberculosis.

Descrita como una enfermedad infecciosa mas mortales y prevalentes, la tuberculosis es
considerada hoy en dia una enfermedad pulmonar que afecta a gran parte de la poblacion
mundial, creyéndose que actualmente un tercio de la misma cuenta con algun tipo de infeccion
tuberculosa. Gran parte de ese tercio de poblacion es considerada portadora cronica de la

tuberculosis (18).

2.1.5. Técnica de LAMP.

Descrita como la técnica de amplificacion isotérmica mediada por bucle, es un método de
amplificacion de acidos nucleicos simple, especifico, rapido y rentable desarrollado

exclusivamente por Eiken Chemical Co., Ltd. (19).

2.1.6. Incidencia.

El término incidencia es sin dudas uno de los mas importantes en el campo de la epidemiologia
ya que tiene que ver con el aumento que una enfermedad o epidemia puede expresar a lo largo
del tiempo, permitiendo asi su analisis y posible solucion (20). Va a contabilizar el nimero de
nuevos casos de la enfermedad que estudiamos, que aparecen en un periodo de tiempo

previamente determinado (21).

2.1.7. Prevalencia.

Se entiende dentro del &mbito de la medicina, que la palabra prevalencia nombra al indice de
individuos que padecen una cierta enfermedad dentro del total de un grupo de personas en
estudio. Se puede diferenciar entre la prevalencia de periodo (que revela la proporcion de
enfermos en un momento incierto) y la prevalencia puntual (refiere un momento especifico)

revela cuantos individuos de un total estan enfermos (22).
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2.1.8. Zoonosis.

Las zoonosis de acuerdo con el comité¢ de expertos de la FAO/OMS se refieren a “las
enfermedades e infecciones en que pueda existir relacion animal vertebrados-hombre o
viceversa, bien sea directamente o a través del medio ambiente, incluidos portadores, reservorios

y vectores” (23).

2.1.9. Primers.

Tienen aproximadamente un promedio de 20 nucleétidos esto porque es la cantidad necesaria
para que de manera probable se una a un sitio especifico de la cadena de ADN. Los primers se
necesitan porque la mayoria de ADN polimerasas, enzimas que catalizan la replicacion del
ADN, no pueden empezar a sintetizar una nueva cadena de ADN de la nada, sino que solo

pueden afiadir nucleo6tidos a una hebra preexistente (24).

2.1.9.1. Sensibilidad.

Medida de eficacia de algunos aparatos o maquinas, hace mencion a la capacidad para detectar
una magnitud o responder a una orden. Este es un dispositivo de gran sensibilidad, capaz de

detectar las variaciones fisicas o quimicas (25).

2.1.9.2. Especificidad.

Calidad o cualidad de especifico (propio de una especie); El conjunto de propiedad o
caracteristica de una persona o una cosa que permite distinguirla de otra: En botanica, la

especializacién de un parasito sobre determinada especie de planta hospedante (26).
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2.2. Marco referencial.

2.2.1. Generalidades de la Mycobacterium.

En los siglos XVII y XVI1I la Mycobacterium tuberculosis, se convirtio en un problema de salud
en Europa, asociado con la revolucion industrial de aquellos tiempos. Por esas fechas, fue
Benjamin Martin quien adjudica por primera vez, que la Tuberculosis podria ser una enfermedad
causada por un microorganismo viviente, tal afirmacion fue publicada en su libro: “A New
Theory Of The Consumption” (27). Para finales del siglo XVII, en 1 882, Robert Koch fue el
primer cientifico que logro aislar y tefiir al agente causal de la tuberculosis, este fue llamado
“Bacilo de Koch”, pertenece al orden Actinomicetae, a la familia Mycobacteriaceae y al género
Mycobacterium, incluye méas de 100 especies que pueden clasificarse en seis grupos desde el
punto de vista bacteriologico (27) (28).

En la actualidad existen datos donde se han identificado mas de 130 especies de micobacterias,
muchas de ellas estan asociadas a enfermedad en el hombre (1). A pesar de la abundancia de
especies; los grupos que causan la mayor parte de las infecciones en el ser humano son: M.
tuberculosis, M. avium, M. leprae, M.bovis, M. kansasii, M. fortuitum, M. chelonae y M.

abcessus (1).

M. tuberculosis es el agente causal mas frecuente de enfermedad micobacteriana en el ser
humano, a menudo es el centro principal de las identificaciones definitivas; sin embargo varios
parametros que incluyen el analisis de extractos antigénicos, epitopes blanco de anticuerpos
monoclonales y estudios de parentesco antigénico sugieren que M. tuberculosis, M. bovis, M.
microti, M. africanun, M. caprae; representan una Unica especie, y actualmente se tratan bajo el
término general “complejo M. tuberculosis”. Actualmente se ha incluido M, bovis, al complejo
M. tuberculosis, pero tiene caracteristicas fenotipicas por las que se puede diferenciar de las

cepas clésicas de M. tuberculosis que se incluyen las siguientes (1).
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Se considera que el virus de la inmunodeficiencia humana ha complicado la situacion de la
tuberculosis dificultando atin més su control, asi también de otras micobacterias que han tomado
importancia como patégenos oportunistas causantes de micobacteriosis pulmonares y otros

sitios del cuerpo (29).

Se caracterizan por ser bacterias acido-alcohol resistentes (BAAR) debido al alto contenido en
lipidos que tienen en su pared celular. Este hecho impide que penetren los colorantes habituales
de anilina, por lo que no se pueden ver en la tincién de Gram, y hace que para poder visualizarlas
sean necesarios colorantes especiales (arilmetanos), pero que una vez tefiidas no se decoloran

con una mezcla de alcohol y &cido (30).

El género Mycobacterium esta formado por bacilos aerobios inmdviles y no esporulados con un
tamario de 0,2 a 0,4 x 2 a 10 micras (31). En algunos casos, estos bacilos forman filamentos
ramificados; sin embargo, estos pueden romperse con facilidad. La pared celular es rica en
lipidos, su superficie hidrofobica confiere a las micobacterias resistencia frente a muchos
desinfectantes y a las tinciones habituales de laboratorio. Cuando han sido tefiidos, los bacilos
tampoco se pueden decolorar con las soluciones &cidas, motivo por el que reciben el nombre de
bacilos acidorresistentes. Debido a que la pared celular de las micobacterias es complejay a que

este grupo de microorganismos es exigente desde el punto de vista nutricional (29).

Se dice que en la mayoria de los cultivos son lentos segln el tipo de cultivo Medios sélidos
con agar permiten una deteccion 10-12 dias (32). Al utilizar un medio liquido junto con el medio
solido clasico de Lowenstein-Jensen (L-J). Posteriormente, se observé que el 18,6% de los
aislamientos de M. tuberculosis se realizaron exclusivamente en el medio liquido y el tiempo
medio de diagndstico se acortd a 14,2 dias, frente a 22,7 dias que tardaban en aparecer las
colonias en L-J (30), por el tiempo que se dividen 12 a 24 horas y se necesitan hasta 8 semanas

antes de poder detectar el crecimiento en los cultivos de laboratorio. (29).
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Las micobacterias son capaces de sobrevivir durante meses en el esputo manteniendo en un
lugar fresco y oscuro, durante semanas en materiales como alfonbras, cadabares, abonos, papel,
0 ropa, o entre las particulas de polvo (33), sobre objetos inanimados, siempre que estén
protegidas de la luz solar, y son mas resistentes a los acidos, alcalis y desinfectantes que el resto
de las bacterias no formadoras de esporas. Resisten la desecacion y la congelacion, pero la luz
ultravioleta y el calor (>65° C durante 30 minutos) las inactiva (30).

2.2.2. Fisiologia y estructura de las micobacterias.

La estructura basica de la pared celular es caracteristica de las bacterias grampositivas: una
membrana citoplasmatica interna cubierta por una gruesa capa de peptidoglucanos y carente de

membrana externa, sin embargo, es mas compleja (1).

En la membrana plasmatica se anclan proteinas, manosido de fosfatidilinositol vy
lipoarabinomanano (LAM). El lipoarabinomanano presenta una relacion funcional con los
liposacaridos “O” antigénicos presentes en otras bacterias. La capa de peptidoglucano forma el
esqueleto basico al que se unen los arabinogalactanos, que son polisacaridos ramificados
formados por D- arabinosa y D- galactosa. Los componentes lipidicos representan el 60% del
peso de la pared celular. A lo largo de la pared celular se intercalan proteinas transportadoras y
porinas, las cuales constituyen el 15% del peso de la misma. Las proteinas constituyen antigenos
importantes a nivel bioldgico ya que estimulan la respuesta inmunitaria celular del paciente

frente a la infeccion (1).

2.2.3. Organizacion y secuencia del genoma Mycobacterium bovis.

Con técnicas inmunoldgicas y de biologia molecular se ha determinado la enorme similitud
existente entre diversas micobacterias causantes de tuberculosis; algunas de ellas, las de mayor
similitud, se han agrupado en lo que se conoce como “complejo M. tuberculosis”, que incluye
a: M. tuberculosis, M. africanum. M. microti, M. pinipedii, M. caneti, M. bovis y M. caprae. M.
bovis posee un genoma de 4 345 492 pares de bases, con 4 003 genes que codifican para 3 952

proteinas y 50 RNAs estructurales, incluye un profago y 42 secuencias de insercion (1S) (34).
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El genoma de M. bovis tiene mas del 99,95 % de identidad con M. tuberculosis, pero su tamafio
se ha reducido debido a deleciones, eventos considerados Unicos y unidireccionales en las
bacterias: la recombinacion genética en micobacterias es un evento raro. Asi como tampoco hay
evidencias de translocacion, duplicacion e inversiones, posiblemente debido a su lento
crecimiento. La ausencia de mecanismos de intercambio genético, como la conjugacién o la
transformacion se le considera como el origen de la similitud entre las especies del complejo M.
tuberculosis. Algunas teorias suponen que evolucionaron como patdgenos no hace mucho

tiempo, con la aparicion de los primeros hominidos en Africa oriental (35), (36).

La mayoria de los cambios del genoma del complejo M. tuberculosis se han asociado a
elementos moviles como las IS, constituidas por fragmentos pequefios de DNA capaces de auto-
insertarse dentro del genoma de la micobacteria y conferir polimorfismo entre las cepas. No
obstante, en cepas de M. bovis este polimorfismo se asocia a deleciones de IS, pues

comunmente, poseen una sola copia (37), (34), (38).

Existen al menos cinco tipos de secuencias repetidas asociadas a la diversidad genética de cepas
del complejo M. tuberculosis, entre ellas las secuencias en tdndem ricas en GC (PGRS) y las
secuencias repetidas en serie de nimero variable (VNTR). Estos Gltimos agrupan variantes,
como son las secuencias polimorficas repetidas principales en serie, (MPTR), las secuencias
repetidas exactas en serie (ETR) y las unidades repetidas dispersas de Mycobacterium (MIRU)
(34).

2.2.4. Metabolismo en estado de latencia y estado de anaerobiosis.

Se expresa a la M. tuberculosis en un aerobio facultativo, del que se conocen diversas rutas
metabolicas de anaerobiosis, disponibles para que, al estar en fase de latencia, pueda habitar en
un microambiente con escasa 0 nula concentracion de oxigeno. Cuando se somete in vitro a
bajas concentraciones de oxigeno, segun el modelo de estudio de Wayne y Hayes, la M.
tuberculosis presentaba una adaptacion a estas condiciones de hipoxia, en dos fases que han

sido denominadas, persistencia no replicativa 1y 2 (NRP1 Y NRP2) (1).
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La primera comienza cuando la concentracion de oxigeno en el medio y en el ambiente es de
1% y 72% respectivamente y se caracteriza por la deteccion subita de ADN, pero no de ARN.
Las bacterias en esta fase se hacen resistentes a isoniacida, rifampicina y ciprofloxacina. En el
estadio NRP2, la concentracion de oxigeno en el medio y en el aire es de 0,06% y 15%
respectivamente, se caracteriza por la disminucion inicial en la concentracion global de ATP y

se detiene el aumento del volumen celular (1).

El M. tuberculosis adapta su metabolismo al ambiente anaerdbico activando las vias de
respiracion del nitrato, asi como la via del glioxilato a traves de la estimulacion de las enzimas
isocitrato liasa y glioxilato deshidrogenasa. Esta via, permite al M. tuberculosis sintetizar

carbohidratos a partir de acidos grasos (1).

2.2.5. Mycobacterium bovis en el hombre.

M. bovis causa tuberculosis en el ganado, los humanos y otros primates, asi como en otros
animales como perros, gatos, cerdos, papagayos, entre otros (15). En humanos, el contacto entre
ganado y humanos (en especial en la poblacion rural, personal de frigorificos y de la industria

de la carne, veterinarios, laboratoristas, entre otros) (16).

Puede producirse por inhalacion o ingesta de productos contaminados, a través del consumo de
productos lacteos sin pasteurizar, pero la transmision de persona a persona también ha sido
documentada. Cuando la transmision es por inhalacién, se produce la infeccion primaria en el
pulmon, dando lugar a un cuadro pseudogripal al igual que en los producidos por M.
tuberculosis, con mayor posibilidad de reactivacion en el tracto respiratorio y, eventualmente,
diseminacion a érganos distantes. A diferencia de la transmision por ingestion, en la que se
produce diseminacion hematdgena y posteriormente linfadenopatia predominantemente

cervical, lesiones intestinales o cutaneas en la infeccion primaria (15).
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Entre cinco y ocho semanas después de la ingesta de M. bovis, se presenta fiebre, odinofagia y
linfadenopatia cervical. La reactivacion tendra lugar predominantemente extrapulmonar,
regularmente en drganos abdominales, siendo la forma clasica la ileitis terminal, o bien, en
cualquier organo distante por diseminacion hematdgena, siendo mas frecuente a nivel
ganglionar, genitourinario y osteoarticular. Sin embargo, la enfermedad producida por M. bovis
en humanos es virtualmente indistinguible de la causada por M. tuberculosis, tanto clinica como
histolégicamente (39), (40).

Actualmente, la tuberculosis esta presente en todas las regiones del mundo y sigue siendo una
de las enfermedades transmisibles méas mortales. Reportes de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) calculan que en 2 014 contrajeron la enfermedad 9,6 millones de personas, de los
cuales casi el 60% eran hombres y 12% tenian la infeccion por el VIH. Se reportaron 1,5
millones defunciones por esta causa, de las cuales 4 millones se encontraban asociadas al VIH.
La proporcién de nuevos casos de TB multirresistente (TB-MR) fue del 3,5% en 2 013, y solo
un 58% de los 4,9 millones de casos de TB pulmonar notificados en el mundo se confirmaron

bacteriolégicamente mediante pruebas recomendadas por la OMS (15).

La correlacion directa entre la infeccion por M. bovis en el ganado vacuno y la enfermedad en
humanos ha sido bien documentada en los paises desarrollados, mientras que en los paises en
desarrollo existe menor informacién al respecto. Durante la primera mitad del siglo XX la
tuberculosis bovina fue considerada un problema de salud publica veterinaria en muchas partes
del mundo, situacion que mejoré gracias a programas de erradicacion. De acuerdo con
informacidn de la base de datos sobre la salud animal de la Organizacién Mundial de la Salud
Animal, 128 de 155 paises informaron la presencia de la infeccién por M. bovis y/o la

enfermedad clinica en su poblacién bovina durante el periodo entre 2 005 y 2 008 (41).

En 1998 la OMS informé que el 3,1% de los casos de tuberculosis en humanos a nivel mundial,
eran atribuibles a M. bovis y que del 0,4 al 10% de las muestras de esputo positivas en pacientes
de paises africanos podrian ser debidas a M. bovis (40). En Estados Unidos, se estima que el 1-
2% de todos los de TB en humanos son ocasionados por M. bovis, pero en ciertas regiones la
prevalencia es mas alta, tal es el caso de California (42).
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Un estudio retrospectivo realizado en esta region, del 2 003 al 2 011, mostr6 un incremento de
los casos de M. bovis del 3,4 % de todos los casos de TB en 2 003 a 5,4 % en 2 011. El origen
hispano, la afeccion extrapulmonar, la diabetes y las condiciones de inmunosupresion,
excluyendo el VIH, fueron factores independientes asociados a la infeccion y hacen énfasis en
el incremento de la enfermedad. Es importante hacer notar la relacion que tienen con México
por las personas que han emigrado a esa region y el consumo de productos lacteos provenientes

de nuestro de pais (43).

Se ha calculado que hasta 7 000 nuevos casos de tuberculosis bovina se presentan en América
Latina cada afio; sin embargo, la mayoria de los paises de esta region solo reportan casos
esporadicos o baja ocurrencia y muchos no reportan ningun caso (44). En lo que respecta a
México, la prevalencia reportada en la literatura es variada, pero se coincide que los casos
debidos a M. bovis en humanos son mucho mayores a lo reportado por organismos oficiales.
Recientemente se reportaron por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
“Salvador Zubiran” los resultados obtenidos a través de muestras recopiladas en el periodo del

afio 2 000 al 2 014 y la susceptibilidad a farmacos de primera linea (45).

De los 1 625 casos de TB reportados, en el 26,2 % se aislé M. bovis y la prevalencia de este se
incrementd de 7,8% en el afio 2 000 a 28,4% en el 2 014, el principal sitio de afeccion fue a
nivel pulmonar, seguido de ganglios linfaticos y a nivel abdominal. La resistencia primaria a
estreptomicina fue mayor en el grupo de M. bovis respecto al de M. tuberculosis 10,9 % frente
a 3,4 % (45).

2.2.5. ldentificacion de micobacterias con técnicas en biologia molecular.

La prevalencia real de M. bovis en humanos es sub-estimada o ignorada en la mayoria de los
paises en desarrollo, como es el caso de México y América Latina, como ya se ha comentado.
De manera puntual, el diagnostico de certeza de TB se logra mediante el aislamiento del bacilo

y la identificacion de especies mediante pruebas fenotipicas y moleculares (46).
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Uno de los factores que impiden estimar la prevalencia de M. bovis es debido que estos paises,
no cuentan con redes de laboratorios de salud publica con instalaciones apropiadas para la
realizacion de diagnosticos con precision, incluyendo cultivos, tipificacion de micobacterias y

pruebas de sensibilidad a los medicamentos (46).

La aplicacion de técnicas de biologia molecular en la identificacion de micobacterias aisladas a
partir de medio liquido o solido permite establecer diagndsticos mas rapidos y fiables. Las
técnicas basadas en PCR son indispensables para la diferenciacion exacta de especies de
micobacterias, aunque estas técnicas requieren personal bien entrenado, laboratorios
sofisticados y actualmente en nuestro pais no se encuentran al alcance de todos los pacientes.
Recientemente se han realizado ensayos para la deteccidén de M. bovis a través de PCR, tanto en
humanos como en el ganado, a partir de muestras pulmonares y extrapulmonares, demostrando

una sensibilidad y especificidad de hasta 100% (47).

Un estudio realizado en Querétaro, en muestras de pacientes sintomaticos a traves de PCR y
cultivo, report6 que el 13,8% de los casos de TB eran debidos a M. bovis (48). En Hidalgo se
realiz6 un estudio enfocado a granjeros, a los que se les realizo la prueba de la tuberculina
(tuberculin skin test, TST) y ensayo de liberacion de interferon gamma (Interferon-gamma
release assay, IGRA) mostrando una prevalencia global de tuberculosis latente del 76,2% por
TST y el 58,5% por IGRA (15).

En este mismo estudio se realizaron necropsias al ganado que muri6 en el periodo de estudio
encontrandose lesiones sugestivas de TB en el 34,4 % de las necropsias y se confirmé la
presencia de M. bovis por cultivo en 9,8 % de todo el ganado muerto en este periodo (15). En
otro estudio, también realizado en Hidalgo, Pereira Suarez report6 que en 6,3% de muestras de

queso fresco se detectd M. bovis a través de PCR (49).

Se utilizan diversas pruebas de biologia molecular y reacciones bioquimicas para distinguir M.
bovis de M. tuberculosis, a diferencia de este ultimo, las pruebas de produccion de niacina y de
reduccidn de nitratos son negativos en M. bovis, pero el resto de caracteristicas bioquimicas son

indistinguibles: produce catalasa termosensible (positiva a temperatura ambiente e inactivada a
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68 °C) y la tolerancia a la sal es negativa. M. bovis es incapaz de metabolizar el glicerol debido
a una alteracion natural en genes implicados en el metabolismo del piruvato, por esta razon,
necesita piruvato como fuente de carbono para su crecimiento. El crecimiento en medio

Lowenstein-Jensen y Ogawa es pobre ya que contienen glicerol.

Cabe mencionar que estos son los medios mas utilizados en América Latina. EI medio liquido
automatizado BACTEC (Becton Dickinson) no contiene glicerol, por lo que favorece el
crecimiento de M. bovis. A diferencia de M. tuberculosis, el crecimiento de M. bovis es inhibido
por la TCH (hidracida del acido tiofeno-2-carboxilico) a una concentracion de 5 pg/mL. M.
bovis presenta resistencia natural a la pirazinamida y una actividad pirazinamidasica defectiva.
Actualmente, se utiliza la genotipificacion utilizando técnicas comercializadas que se basan en
la amplificacién de genes, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con lo que se

tienen diagndsticos mas precisos (50) (51).

2.2.6. Algunos estudios realizados.

Algunos estudios realizados en la dltima década sobre la presencia de TB por M. bovis en
humanos ha sido documentada en LAC en 4 paises: Brasil, Argentina, Ecuador y Venezuela.
Ademas, se ha comprobado el vinculo entre casos de TB diagnosticados en EE.UU. y productos

lacteos producidos en México con leche cruda (52).

Por otra parte, en Uruguay, Colombia y en R. Dominicana, a pesar de haberse realizado
investigaciones sistematicas en sus laboratorios de referencia con los medios de cultivo

apropiados, no se aislé M. bovis de muestras humanas (53).

En la Argentina es donde los porcentajes de casos debidos a M. bovis en relacién al total de TB,
han sido los més altos. Esto podria deberse en parte a una busqueda continuada, en especial en
los laboratorios de referencia en Buenos Aires y Santa Fe, y también a la historicamente alta
infeccion relativa en el ganado. Se puede decir que una caracteristica de M. bovis es la
predominancia de casos pulmonares, diagnosticados en trabajadores de la industria frigorifica
(52).
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El Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias E. Coni (INE), en Santa Fe, mantiene un
registro de los casos de TBB desde 1 977. Entre 1 988 y 2 006 se confirmaron por cultivo 2 485
casos pulmonares de TB, el porcentaje de los debidos a M. bovis fue 2,7% entre 1 988 y 1 993,
1,7% entre 1 994 y 1 999, y 1,3% entre 2 000 y 2 006. Aproximadamente el 70% de los casos
de TBB tenian relacion de contacto directo con bovinos, y en su mayor parte eran trabajadores
de frigorificos y mataderos. Estos porcentajes decrecientes de la TBB podrian estar relacionados
con el progreso del PCE (SENASA) y el mejoramiento de las condiciones sanitarias en la

produccion de alimentos (52).

e La higiene en mataderos-frigorificos, plantas procesadoras de carne e industria lactea.

e El hervido de la leche, y la pasteurizacion con garantia de calidad.

e La proteccion de los trabajadores en riesgo (teniendo en cuenta la transmision por via
respiratoria).

e El reforzamiento de las actividades de control de la TB, en sanidad animal y en salud
publica.

e Lainformacién al publico en situacion de riesgo y las medidas preventivas.

e EI saneamiento de los focos de la enfermedad incluyendo su investigacion

epidemioldgica (52).

2.2.7. Acerca del método LAMP.

Esta técnica utilizada para descifrar ciertas enfermedades "LAMP", que significa amplificacion
isotérmica mediada por bucle, es un método de amplificacién en &cidos nucleicos simple,
rapido, especifico y rentable desarrollado exclusivamente por Eiken Chemical Co., Ltd (19).

Su principal caracteristica el uso de 4 iniciadores disefiados especificamente para reconocer 6
regiones distintas en el gen diana y el proceso de reaccion avanza a una temperatura constante

utilizando la reaccién de desplazamiento de cadena (19).

La amplificacion y deteccion del gen se puede completar en una sola etapa, incubando la mezcla

de muestras, cebadores, ADN polimerasa con actividad de desplazamiento de cadena y sustratos
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a temperatura constante (aproximadamente 65 ° C). Proporciona una alta eficiencia de
amplificacion, con ADN que se amplifica 109-1010 veces en 15-60 minutos. Debido a su alta
especificidad, la presencia de un producto amplificado puede indicar la presencia del gen diana
(19).

Caracteristicas.

e No hay necesidad de un paso para desnaturalizar bicatenas en una forma de cadena
simple.

e Toda lareaccion de amplificacion tiene lugar continuamente en condiciones isotérmicas.

e La eficiencia de amplificacion es extremadamente alta.

e Al disefiar 4 cebadores para reconocer 6 regiones distintas, el método LAMP puede
amplificar especificamente el gen objetivo.

e El costo total puede reducirse, ya que la dosis LAMP no requiere reactivos especiales o
equipos sofisticados.

e Los productos amplificados tienen una estructura que consiste en repeticiones invertidas
alternativamente de la secuencia objetivo en el mismo capitulo.

e La amplificacion se puede hacer con plantillas de ARN siguiendo el mismo
procedimiento que con las plantillas de ADN, simplemente mediante la adicion de

transcriptasa inversa (19).

2.2.7.1. Propiedades de LAMP.

Dentro de las propiedades de la Amplificacion Isotérmica Mediada por loop (LAMP) (Tabla 1)
de acido nucleico amplifica el DNA blanco con alta especificidad, eficacia y rapidez bajo
condiciones isotérmicas, que se lleva a cabo a una temperatura constante (entre 60 °C - 65 °C),

utiliza una Bst polimerasa con actividad desplazante de cadena (54).

Se puede describir que la principal ventaja de LAMP en comparacion de la PCR y otros metodos

de amplificacion de acidos nucleicos es que no requiere termocicladores, ya que puede llevarse
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a cabo en dispositivos de calefaccion simples tales como bafio maria o blogue de calor de
laboratorio (54).

En latabla 1, se ilustra las propiedades de la técnica Amplificacion Isotérmica Mediada por loop
LAMP.

Tabla 1. Propiedades de LAMP.

Simplicidad Amplificacion isotérmica en un solo paso Deteccidn visual de productos
amplificados

Rapidez Resultados de las pruebas finales entre 15 a 60 minutos

Especificidad Uso de 4 cebadores que reconocen 6 regiones distintas del DNA blanco
Amplificacion -Resultados positivos de la prueba

Rentabilidad  No requiere ningun reactivo especial y equipo sofisticado

Productos Cantidad extremadamente grande (109-1 010 veces dentro de 15 a 60

amplificados  minutos) Diversos tamafios de las estructuras de repeticiones invertidas
de forma alterna de la secuencia diana en el misma cadena

Amplificacion  Amplificacion isotérmica de RNA en un solo paso con sélo afiadir la

de RNA transcriptasa inversa

(Fuente de la informacién anterior: Eiken Chemical Co., Ltd. LAMP folleto)

2.2.7.2. Trabajos relacionados.

En el transcurso de los afios y la necesidad de la investigacion se han ido implementando nuevas
técnicas, protocolos como es la utilizacion de nested-PCR permitid identificar una prevalencia
aparente (PA) de TBB en 4,325%, determindndose que 25 bovinos faenados presentaron
material genético de un agente patdgeno perteneciente al complejo Mycobacterium tuberculosis,
por la afinidad en este hospedero y por ser el Gnico causante en ganado vacuno, se puede
presumir que se trata de M. bovi. De las muestras positivas, 44%(11/25) pertenecieron al camal
del cantén Cayambe y 56% (14/25) a Pelileo, (55), asi como para el diagndstico por PCR
anidada se procesaron 237 muestras, solo el 16,9% amplificé una banda especifica para M.
bovis. En un segundo muestreo a los mismos bovinos 12/37 (32,5%) fueron positivos (56).
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La histopatologia se realiz6 en 210/586 (35,9%) tejidos, encontrandose lesiones de los cuatro
tipos de granulomas. El (linfonodo) LN mediastinico fue el mas frecuente (81,2%). Se realizé
cultivo en 531/586 (90.,6%) muestras de 6rganos sugestivos de TBb, en al menos una muestra
por necropsia hubo cultivo positivo para M. bovis. Se presentaron 22 patrones de espoligotipos,
15 agrupados y 7 Unicos (56).

Al igual que resultaron positivas al cultivo bacteriologico del M. bovis, resultaron igualmente
positivas a la PCR aplicada al ADN extraido de las mycobacterias, amplificando con primers
especificos del Complejo M. tuberculosis, 1S6110 que incluye al M. bovis. Todas las muestras
negativas al cultivo bacteriologico, provenientes de tejidos involucrados en la infeccion con M.
bovis, con o sin lesiones tuberculosas, resultaron negativas a la prueba de PCR anteriormente

sefialada. En total, hubo 51 animales positivos y 85 animales negativos (57).

En la Universidad de las América, donde el mayor porcentaje de animales positivos se presentan
en el grupo de animales mayores a 5-7 afios (40,60%) y de 3-5 afios present6 una positividad de
36,66%, luego los mayores de 7 afios con el 15,15% y finalmente los menores a 3 afios con el
7,57%, lo que confirma que esta enfermedad esté presente en todas las edades (58). Podria estar
vinculada a la tasa de incidencia 1,70% la infeccion en el Cantdén Mejia podria atribuirse a la
procedencia geogréafica de los animales vinculados a una zona con explotaciones lecheras que
tienen sistemas de manejo intensivo (59). Se ha demostrado que el lugar de procedencia de los
animales es un factor determinante en la presentacion de M. bovis en dos zonas de la sierra norte
del Ecuador (60). En el 2006 y 2010 se observo que los peso a la canal promedio en kg. por
categoria positivos a T. bonina en novillos 272,89 kg. vaquillas 227,79kg. vacas 255,08kg. otras
categorias 341,00kg. (61). El costo del test por persona fue de $ 33,67, del cual pertenece a

costos de laboratorio y kits comerciales del test (62).
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CAPITULO Il11.
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACIO



3.1. Localizacion.

3.1.1. Toma de muestras.

El presenté trabajo se realiz6 tomando muestras bioldgicas de noédulos pulmonares en el
camal Municipal del canton EI Empalme para la deteccion de M. bovis. La ubicacion
geografica es de 10° 03' 00" de latitud sur y 79° 37' 00" de latitud oeste y a una altura de 71

metros sobre el nivel del mar y sus condiciones geograficas se exponen en la Tabla 2.

En la tabla 2, se ilustra las Condiciones geogréficas del canton EI Empalme donde se realizd

la investigacion.

Tabla 2. Condiciones geograficas del canton EI Empalme.

Datos meteoroldgicos Valores medios y otros
Temperatura, °C 25.47
Humedad relativa media, (%) 85.84
Heliofania 776
Precipitacion, mm/ anual 1570

Fuente: Datos segun la Estacion Meteoroldgicas del INAMHI (63).

3.2. Tipo de investigacion.

Investigacion de campo. - El objetivo se centrd en determinar la eficiencia con que actua la
técnica a estudiar, Se realiz6 una investigacion Experimental; puesto que se identificé un

método eficiente, facil, y econdmico para la deteccion de M.bovis.

3.2.1. Experimental.

Se designd experimental a esta investigacion debido a que se ejecutd ensayos que ayudaron

a establecer la eficiencia para la deteccion de M. bovis con la técnica de LAMP.
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3.3.  Métodos de investigacion.

Los métodos que se emplearon en esta investigacion fueron el método de observacion, y
método analitico. Estos métodos permitieron desarrollar las variables estudiadas y la toma
de muestras que posteriormente fueron analizadas para la deteccion de la tuberculosis en los

animales que se faenaron en el Camal Municipal del canton EI Empalme.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion.

Para la realizacion de la investigacion se tomaron 368 muestras de nddulos pulmonares de
bovinos faenados en las instalaciones del Camal Municipal del canton ElI Empalme en un
periodo de 8 semanas con un total de 46 muestra por semana , tomando en consideracion
caracteristicas corporales de un posible animal enfermo por alguna enfermedad (bajo peso
corporal, decaimiento, tos), a cada animal se le realizé una toma de datos, razas (brahméan
139 muestras, Holstein 62 muestras, Gyr 23 muestras, Gyrolando 21 muestras, criollo 50
muestras, Nelore 27 muestras, Pardo Suizo 46 muestras).

Sexo (Hembras 234 muestras, Machos 134 muestras), procedencia (El Rosario 5 muestras,
Feria Santo Domingo 185 muestras, Isla El Palmar 33 muestras, San Francisco del Congo
17 muestras, La Guayaquil 26 muestras, Barraganete 19 muestras, EI Lim6n 11 muestras,
Parroquia La Guayas 20 muestras, La Caraca 9 muestras, INIAP Pichilingue 5 muestras, Las
Tecas 7 muestras, La Carmela 12 muestras, cantdn Pichincha 19 muestras), edad (06-24
meses 0, 25-48 meses106, 49-72 meses 202, 72-96 meses 58), peso a la canal (100kg.-200kg.
32, 200kg. -300kg.289, 300kg. -400kg. 47 muestras).

Cada muestra fue colocada en un envase para toma de orina esterilizado y rotulado con la
informacidn perteneciente a cada animal, se trasladaron las muestras en una caja térmica
para conservar las muestras y evitar la proliferacion de otras bacterias y conservadas en
congelacion (-20 -40°C), hasta el momento de realizar la extraccion de ADN por el protocolo

de extraccién TENS modificado.
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3.5.

Disefio de la investigacion.

El presente trabajo se emple6 una estadistica descriptiva, analisis de frecuencia para la

redaccion de resultados.

3.6.

Instrumentos de investigacion.

3.6.1 Protocolo de extraccion de ADN a partir de muestras de nédulos

pulmonares bovinos por el método de TENS modificado.

Pasos previos a la extraccion:

a.

En el caso de muestras de tejido se macera aproximadamente 100 mg.

Extraccion:

7.
8.
9.

. Agregar 400 pL de tampon de extraccion TENS (50mM de Tris-HCI, 50mM de

EDTA, 100mM de NaCl y 1% de SDS), y 5 pyL de proteinasa K (20mg/ml).

. Incubar a 56 °C por 3 horas.

. Agregar 1 volumen de fenol/cloroformo/isoamil alcohol (25:24:1). Homogenizar para

formar una emulsion.

. Centrifugar 10000 rpm 10 minutos.
. Transferir la parte superior “acuosa” a un nuevo tubo.

. Agregar 2 volimenes de Etanol 95% helado. Homogenizar para ayudar a la

precipitacion del ADN.
Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos.
Descartar Etanol 95% y resuspender con Etanol al 70%.

Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos.

10. Descartar Etanol 70% y dejar secar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
11. Resuspender con 50 pL de TE.

12. Agregar Rnasa 0.5 uL. Homogenizar y se llevé a Incubar a 37 °C por 30 minutos.
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3.6.2. Verificacion del ADN extraido luego de aplicar el protocolo.

Se prepar6 en gel de agorosa al 1% disuelto en 50 mL de solucién TAE 1X, se le
afiadio bromuro de etidio 0.5 ug/mL, seguido se deposito en la camara de
electroforesis. Luego se preparo una mezcla 5 pL de ADN, 2 pL de azul de
bromofenol y se depositd la solucion en cada hoyo. Las muestras se corrieron 75 V
por 30 minutos. Después de la migracion el gel es colocado en la bandeja del

transluminador para observar las bandas de ADN vy ser fotodocumentadas.

3.6.3. Descripcion de iniciadores sintéticos.

Se selecionaron dos juegos de iniciadores que fueron evaluados para LAMPcomo se

muestra en la (Tabla 3).

Tabla 3. Primers especificos para la deteccion de M.bovis con la técnica LAMP.

Iniciadores Secuencia

TB1R 5’-TAC ATG ATT GAC AGC GTG CT-3’

TB1F 5’ -GAA CAATCC GGA GTT GAC AA-3¥

MB3 5’ - GCT GAC GGC TGC ACT GTC GGG C-3°
MB4 5~ CGTTGG CCG GGC TGG TTT GGC C-3
MB1 5 - GAG AAT TCG GTC GGC GAG CTG ATC C-
MB?2 5’-GCA AGC TTG ACC CGC GCG TACACC -3’
MB3 5’ - GCT GAC GGC TGC ACT GTC GGG C- 3’
MB4 5’-CGTTGG CCGGGC TGG TTT GGC C-3’

Fuente: Datos segln primer.
3.6.4. Preparacion del mix (mezcla) para la LAMP,
Es importante considerar en la preparacion del mix el numero de muestras que se van a

realizar, e incluir el control negativo C (-) que sirve como testigo para confirmar quelos

reactivos no estan contaminados.
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De este nimero total de analisis a realizar, se aumento un tubo de reaccion en los calculos

de los reactivos que constituyen el mix.

N=nudmero de muestra+ C (-)+C+)+1

En la tabla 4, se detalla la preparacién de LAMPmMix.

Tabla 4. Preparacion de LAMPmMix.

Reactivos Para un tubo de reaccion
Agua ulta pura 4.5 uL
Primer —FIP (20 pmol/ pL 2.0 pL
Primer —BIP (20 pmol/ pL 2.0 uL
Primer —F3 (10 pmol/ puL 1.0 uL
Primer —FIP (10 pmol/ pL 1.0puL
Reactivo R1 ( dNTPs 10 Mm) 3.5puL
Reactivo R2 (Buffer 10 X Bst) 2.5 uL
Reactivo R3 (Mg So4 100 Mm)
Reactivo R4 (Betaina 5 M) 1.5uL
Bst DNA Pol (8000 U/mL) 4.0 uL
1.0 uL
Volumen Final 23.0 uL

e Repartir 23puL de LAMPmix en cada micrutubo de 0,2ml.
e Afadir 2uL de ADN extraido o control y mezclar.
e Cubrir con 20puL de aceite mineral si es necesario (opcional).

e Colocar los tubos en bafio de Maria o en un bafio seco o un termociclador.

3.6.4.1. Programacion de la reaccion.

e Etapa 1: Amplificacion 65°C, 60min.

e Etapa 2: Inactivacion 80°C, 10 min.

e Etapa 3: Conservacion -40°C, oo.
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3.6.4.2.  Analisis de resultados en el gel de electroforesis.
a. Preparacion del gel.
e Preparar un gel al 2% de agarosa.
e Dejar entibiar y colectar el Bromuro de etidio auna concentracion final de 0.5ug/mL
de gel. La solucion madre se encuentra a 10 mg/mL.

b. Deposito de las muestras.

e Tomar 10 pL del producto de la LAMP y mezclar con 2pL de tampon de deposito.
e Depositar un producto por cada pozo.

e Anotar el orden de las muestras en el cuaderno de trabajo.

c. Migracion.

e Colocar la tapa y conectar los electrodos a la fuente de poder (70-100V, por 45 min.

A 1 hora, segun el tamario del gel).
d. Lectura de los resultados.
e Colocar el gel sobre el transiluminador, colocar el protector y prender la lampara UV.
e Leer y reportar los resultados en el cuaderno de trabajo y tomar una foto para tener

un respaldo.

Figura 1. Amplificacion por la técnica de LAMP en la deteccion de M. bovis.

Mm C-C+ M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10

W -

Mm: marcador molecular, C-: control negativo, C+: control positivo, m1: nimero de

muestra.
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3.7. Tratamiento de datos.

Para la clasificacion, registros, tabulacion y codificacion de los datos de la presente
investigacion se utilizara la herramienta estadistica Microsoft Excel.

3.8. Recursos humanos y materiales.

3.8.1. Humano.

El presente recurso que se utilizé para la investigacion se detalla a continuacion:

Dr. Orly Cevallos Falquez director del proyecto de investigacidn.

Claudio Palacios Cobefia Autor del proyecto de investigacion.

Personal calificado del camal Municipal del Cantén ElI Empalme.

Personal calificado del laboratorio de biotecnologia de la Universidad Técnica

Estatal de Quevedo.

3.9. Materiales.

3.9.1. Materiales de campo.

e Cajatérmica

e Jeringas

e Alcohol

e Guantes

e Mandil

e Mascarillas

e Botas de caucho
e Pinzas

e Tijeras quirurgicas
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3.9.2. Equipo de laboratorio.

e Balanza

e Bafio Maria

e Transiluminador UV
e Microcentrifuga

e \ortéx

e Refrigeradora

e Caja de electroforesis

3.9.3. Materiales de laboratorio.

e Vaso precipitador

e Tubo falco 15 ml.

e Tubo falco de 50ml.

e Microtubo 1,5ml.

e Puntas transparentes 5-20 microlitros
e Puntas amarillas

e Puntas azules

e Micropipetas

3.9.4. Reactivos para protocolo de TENS.

e Tris

e Hcl

e Edta

o Lta

e Cloruro de sodio

e Sds

e Cloroformo alcohol isoamil
e Etanol 95%

e Etanol 70%

41



e Protinasa k

e Rnasa

3.9.5. Reactivos para para la preparaciéon de LAMPmMix.
e Agua ulta pura
e Primer —FIP (20 pmol/ pL
e Primer —-BIP (20 pmol/ pL
e Primer —F3 (10 pmol/ pL
e Primer —FIP (10 pmol/ puL
e Reactivo R1 (dNTPs 10 Mm)
e Reactivo R2 (Buffer 10 X Bst)
e Reactivo R3 (Mg So4 100 Mm)
e Reactivo R4 (Betaina 5 M)
e Bst DNA Pol (8000 U/mL)

3.10. Variables a estudiar.

3.10.1. Razas.

Dentro del pais existe una gran cantidad de razas y cruzamientos de estas teniendo una
diversidad de animales, resultado de estos cruces algunos de las cuales se comportan con
mayores resistencias a ciertas enfermedades y adaptacion a zonas especificas de produccion.
Al existir un intercambio comercial con animales de distintas razas las cuales son faenadas

y distribuidas sus canales en el Cantén EI Empalme y otros sectores.

3.10.2. Sexo.

Existe una descompensacion principalmente en las vacas productoras de leche de gran
rendimiento, las cuales suelen mantener bajas sus defensas siendo mas afectadas por ciertas
enfermedades que los bovinos machos. Pero si un animal es portador de la bacteria puede
transmitirla al inhalar la bacteria exhalada al aire, al alimentar terneros lactantes, en

bebederos y saleros y otros animales.
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3.10.3. Peso del animal.

Se considerar que un animal con mal estado corporal se encuentra asi por un motivo que
puede variar desde el estrés, mala alimentacion, etapa productiva o una enfermedad. Luego
del proceso de faenamiento del animal tomando en consideracion, pesos a la canal de los

animales que se le realizo las respectiva muestra y analisis.

3.10.4. Procedencia.

Debido a la extension de produccion y comercializacion que existe en el medio los animales
faenados antes de ser faenados recorren varias fincas y ferias de comercializacion. Con el
fin de determinar la procedencia del animal se toma en cuenta la respectiva verificacion de
las guias (0 permiso) de transportacion de bovinos con el origen del animal. Con el propdsito

de intervenir con un programa de erradicacion de M. bovis a nivel de finca principalmente.

3.10.5. Recoleccion de las muestras.

Se procedid a guardar la muestra de nédulo pulmonar dentro de un envase esterilizado
normalmente utilizado para la toma de muestra de orina, anotando todas las descripciones

necesarias. Semana, raza, procedencia, sexo, peso. Luego se almaceno a -40°C.

3.10.6. Extraccion de ADN.

Con la utilizacion del nitrégeno liquido se procedi6 a macerar aproximadamente 100mg. De
nodulo pulmonar y colocarlo en un tubo eppendorf luego de esto se aplico los materiales y
reactivos antes descritos en el protocolo de TENS modificado.

3.10.7. Amplificacién isotérmica.
Con la seleccion de los iniciadores a utilizar para Amplificacion Isotérmica y realizar un mix

donde llevara los reactivos descritos en la tabla 4.
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3.10.8. Técnica LAMP.

Por cada muestra se utilizd 23 pL, en tubo eppendorf de 0,2ml. Y se le afiadié 2L del ADN
extraido.

3.10.9. Gel de agarosa.

Se prepar0 un gel al 2% de agarosa y se vertio en una solucion de TAE 1x se mezclé se dejo

entibiar y se le agrego bromuro de etidio.

3.10.10. Energia.

Para calcular el consumo de cada equipo, multiplique la potencia del equipo (vatios W) por

el nimero de horas usado en el mes.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Resultados obtenidos con la técnica de LAMP.

En la Figura 2, se ilustra el analisis de resultados obtenidos con la preparacion de LAMPmMix
y aplicado a las muestras de ADN extraida de animales bovinos que fueron faenadas en el

trascurso de la investigacion.

Los resultados de la Figura 2 indican el total de muestras de 368 nddulos pulmonares
122(33,15%) positivos y 246 (66.85%) animales negativos, Lo que sugiere que la técnica
molecular de LAMP es eficaz para la deteccion de M. bovis pudiendo ser utilizada también
para la deteccion de otras enfermedades.

En muestras evaluadas con Nested-PCR presentaron 44 % (11/25) positivas, pertenecieron
al camal del canton Cayambe y 56% (14/25) a Pelileo, (55). Similar al diagndstico PCR
anidada presento 16,9 % de 237 muestras, amplific una banda especifica para M. bovis. (56).
La PCR aplicada al ADN extraido de las mycobacterias, amplificando con primers

especificos del Complejo M. tuberculosis. En total 37 % (51 /85) animales positivos (57).

Figura 2. Resultados positivos con la técnica de LAMP por semana.

= Positivos = Negativos

Elaborado: Claudio Palacios Cobefia.
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Los resultados de la Figura 3 indican el total de muestras de 46 nddulos pulmonares por
semana analizado, se reflejo en la semana 1 (15%), semana 2 (10%), semana 3 (15%), semana
4 (11%), semana 5 (13%), semana 6 (14%), semana 7 (6%), semana 8 (16%). Resultaron

positivo con el andlisis de LAMP.

Figura 3. Resultados positivos con la técnica de LAMP por semana.

mSemanal
W Semana 2
W Semana 3

Semana 4
W Semana 5
M Semena 6
W Semana 7

B Semana 8

Elaborado: Claudio Palacios Cobefia.

4.1.2. Razas bovinas.

En la Figura 4, se ilustra la diversidad de razas bovinas que fueron faenadas en el trascurso

de la investigacion.

Al realizar la determinacidn de las razas bovinas con datos positivos a M. bovis, se establecio
que la raza que mas influye en esta investigacion es la Brahman con un 38%, seguido de la
Holstein con 25%, Pardo Suizo 11%, criollo 9%, Gyrolando 7%, Nelore 6%, Gyr 4%.
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Figura 4. Razas de bovinos con resultados positivos a M. bovis.

B Brahman
H Holstein
m Gyr
Gyrolando
w H Criollo
M Nelore

B Pardo Suizo

Elaborado: Claudio Palacios Cobefia.

4.1.3. Sexo.

En la Figura 5, se ilustra la cantidad de animales bovinos positivos a M. bovis por sexo que

fueron faenadas en el trascurso de la investigacion.

Se puede observar que la cantidad de animales hembras bovinos positivos a M. bovis, que se
faenaron en el trascurso de la investigacion 72%, a diferencia de los bovinos machos
positivos a M. bovis, con un 28%, con una diferencia del 44% de prevalencia mayor en las

hembras.

Figura 5. Cantidad de animales bovinos por sexo.

= Hembra

= Macho

Elaborado: Claudio Palacios Cobefia.
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4.1.4. Edad.

En la Figura 6, se ilustra variabilidad en las edades de animales bovinos que fueron faenadas

en el trascurso de la investigacion positivos a M. bovis.

Se representa los resultados positivos a M. bovis, referentes a rangos en edades de animales
muestreados por meses 06-24 meses se obtuvo 0%, 25-48 meses de edad 30%, 49-72 meses
de edad 68%, 72-96 meses de edad 2%, la mayoria de los animales faenados son animales
descartados en las fincas que han cumplido su etapa productiva, problemas en la produccion,

escases de alimento y necesidades econémicas.

En la Universidad de las América, el porcentaje de animales positivos se presentan en el
grupo de animales mayores a 5-7 afios (40,60%) y de 3-5 afios presentd una positividad de
36,66%, luego los mayores de 7 afios con el 15,15% y finalmente los menores a 3 afios con
el 7,57%, lo que confirma que esta enfermedad esta presente en todas las edades (58).

Figura 6. Resultados positivos a M. bovis referentes a las edades con rango de meses.

W 06-24 meses de edad

M 25-48 meses de edad

M 49-72 meses de edad

72-96 meses de edad

Elaborado: Claudio Palacios Cobefia.
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4.1.5. Peso del animal.

En la Figura 7, se ilustra rangos de pesos por animal bovinos faenadas positivos a M. bovis

en el trascurso de la investigacion.

Se observa gque segun los datos tomados del rendimiento a la canal de los animales sometidos
a la investigacion reflejados en rangos de 100-200kg. 16%, 200-300kg. 78%, 300-400kg.
6%.

En el 2006 y 2010 se observo que los peso a la canal promedio en kg. por categoria positivos
a T. bonina en novillos 272,89 kg. vaquillas 227,79kg. vacas 255,08kg. otras categorias
341,00kg. (61).

Figura 7. Resultados positivos a M. bovis referente a los rangos de pesos de bovinos.

M 100-200kg. Peso a la canal
m 200-300kg. Peso a la canal

= 300-400kg. Peso a la canal

Elaborado: Claudio Palacios Cobefia.

4.1.6. Procedencia.

En la Figura 8, se ilustra datos de las procedencias de animales bovinos que fueron faenadas

en el trascurso de la investigacion las cuales se tomaron de las guias de movilizacion.
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Al realizar la evaluacion de los datos de la procedencia en animales sometido a la
investigacion en el camal Municipal del Canton EI Empalme obtenidos de las guias de
movilizacion refleja la Parroquia EI Rosario 1%, Feria de comercializacion de ganado Santo
Domingo de los Tsachilas 67%, recinto Isla EI Palmar 4%, recinto San Francisco del Congo
6%, recinto La Guayaquil 2%, recinto Barraganete 5%, recinto El Limon 2%, Parroquia La
Guayas 5%, recinto La Caraca 2%, INIAP Pichilingue 1%, recinto Las Tecas 2%, recinto La
Carmela 1%, Cantdn Pichincha 2%. Siendo asi los animales de la Feria de comercializacion

de ganado Santo Domingo de los Tsachilas los méas faenados.

Podria estar vinculada a la tasa de incidencia 1.70% la infeccion en el Canton Mejia podria
atribuirse a la procedencia geografica de los animales vinculados a una zona con
explotaciones lecheras que tienen sistemas de manejo intensivo (59). Se ha demostrado que
el lugar de procedencia de los animales es un factor determinante en la presentacion de M.

bovis en dos zonas de la sierra norte del Ecuador (60).

Figura 8. Resultados de animales positivo a M. bovis respecto a su procedencia.
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Elaborado: Claudio Palacios Cobefia.
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En la tabla 5, se ilustra el analisis de resultados del valor econdmico obtenido en el proceso
de realizacion de recoleccidon de muestra, extraccion de ADN, y aplicacion de la técnica de
LAMP con un costo por muestra de $ 1.81.

El costo del test QuantiFERON-TB por persona fue de $ 33,67, del cual pertenece a costos

de laboratorio y kits comerciales del test (62).

Tabla 5. Costos por reaccion de muestra para la deteccion de M. bovis.

Detalle Costo unitario Costo total de 360 muestras
Recoleccion de las muestras 0.05 18

Extraccion de ADN 0.10 36
Amplificacion isotérmica 0.26 93.60

Técnica LAMP 0.80 288

Gel de agarosa 0.40 144

Energia 0.20 72

Total 1.81 651.60

Elaborado: Claudio Palacios Cobefia.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1.

Conclusiones

De acuerdo a los resultados se puede determinar la sensibilidad y especificidad de la
técnica de LAMP para el diagnostico de M. bovis el cual aportaria al analisis de

canales bovinas antes de su comercializacion.
La prevalencia de M. bovis en los animales faenados en el camal Municipal del
canton ElI Empalme en el trascurso de la investigacion presentaron 122 (33.15%)

animales positivos y 246 (66.85%) animales negativos.

Se pudo determinar el costo de reaccion por muestras de $1.81.
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5.2.

Recomendaciones.

Utilizar esta técnica molecular para el diagnéstico M. bovis el cual aportaria al analisis

de canales bovinas antes de su comercializacion.

Emplear esta técnica por ser una herramienta Gtil y altamente efectiva para el
diagnostico de M. bovis en una canal bovina.

Utilizar esta técnica como una buena alternativa ya que es econdémica, rapida y

segura, por lo que puede ser utilizada para detectar un gran nimero de enfermedades.

Se deberia considerar para un proximo trabajo de investigacion relacionado tomar el

peso y dimensiones de los ganglios tomados como muestras.
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CAPITULO VII.
ANEXOS



Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN a partir de muestras de ndédulos
pulmonares bovinos por el metodo de TENS modificado.

Pasos previos a la extraccion:

b. En el caso de muestras de tejido se macera aproximadamente 100 mg.

Extraccion:

1) Agregar 400 pL de tampon de extraccion TENS (50mM de Tris-HCI, 50mM de
EDTA, 100mM de NaCl y 1% de SDS), y 5 yL de proteinasa K (20mg/ml).

2) Incubar a 56 °C por 3 hora.

3) Agregar 1 volumen de fenol/cloroformo/isoamil alcohol (25:24:1). Homogenizar
para formar una emulsion.

4) Centrifugar 10000 rpm 10 minutos.

5) Transferir la parte superior “acuosa” a un nuevo tuvo.

6) Agregar 2 volumenes de Etanol 95% helado. Homogenizar para ayudar a la
precipitacion del ADN.

7) Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos.

8) Descartar Etanol 95% y resuspender con Etanol al 70%.

9) Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos.

10) Descartar Etanol 70% y dejar secar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
11) Resuspender con 50 pL de TE.

12) Agregar Rnasa 0.5 pL. Homogenizar y se llevo a Incubar a 37 °C por 30 minutos.

13) Ademas, se incluyé siempre un control negativo de la extraccién de ADN empleando

agua destilada estéril.
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Anexo 2. Protocolo de amplificacion de la técnica de LAMP.

Preparacién del mix (mezcla) para la LAMP.

Es importante considerar en la preparacion del mix el numero de muestras que se van a
realizar, e incluir el control negativo C (-) que sirve como testigo para confirmar quelos

reactivos no estan contaminados.

De este numero total de analisis a realizar, se aumentara un tubo de reaccion en los calculos

de los reactivos que constituyen el mix.
N=n0mero de muestra+ C (-)+C+)+1

Tabla 3. Preparacion de LAMPmix.

Reactivos Para un tubo de reaccion
Agua ulta pura 4.5 pL
Primer —FIP (20 pmol/ pL 2.0 pL
Primer —BIP (20 pmol/ pL 2.0 uL
Primer —F3 (10 pmol/ pL 1.0 uL
Primer —FIP (10 pmol/ pL 1.0 uL
Reactivo R1 (dNTPs 10 Mm) 3.5uL
Reactivo R2 (Buffer 10 X Bst) 2.5 uL
Reactivo R3 (Mg So4 100 Mm)
Reactivo R4 (Betaina 5 M) 1.5uL
Bst DNA Pol (8000 U/mL) 4.0 uL
1.0 uL
Volumen Final 23.0 uL
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e Repartir 23puL de LAMPmix en cada micrutubo de 0,2ml.
e Afiadir 2uL de ADN extraido o control y mezclar.
e Cubrir con 20pL de aceite mineral si es necesario (opcional).

e Colocar los tubos en bafio de Maria o en un bafio seco o un termociclador.

3.8.2.1.  Programacion de la reaccion.

e Etapa 1: Amplificacion 65°C, 60min.
e Etapa 2: Inactivacion 80°C, 10 min.

e FEtapa 3: Conservacion 4°, «.

Anexo 3. Resultados.

Tabla 6. Resultados obtenidos de LAMP para deteccion de M. bovis.

Semanas NuUmero Positivos Porcentajes  Negativos Porcentaje  Total

de de animales de animales

muestras Positivos Negativos
1 46 19 41.30 % 27 58.70 % 100%
2 46 12 26.09% 34 73.91% 100%
3 46 18 39.13% 28 60.87% 100%
4 46 13 28.26% 33 71.74% 100%
5 46 16 34.78% 30 65.22% 100%
6 46 17 36.96% 29 63.04% 100%
7 46 8 17.39% 38 82.61% 100%
8 46 19 41.30% 27 58.70% 100%
Total 368 122 33.15% 246 66.85%0 100%

Elaborado: Claudio Palacios Cobefia

Los resultados del cuadro 11 indican que, del total de muestras de nddulos pulmonares
analizado, presento un 33.15% animales positivos con la técnica de LAMP, mientras tanto el
presento un 66.85%, animales negativos del total de las muestras lo que sugiere que la técnica

molecular de LAMP es eficaz para realizar ensayos para la deteccién de M. bovis.
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Anexo 4. Fotografias de la Investigacion

FOTO 1: CAJATERMICA 'Y
MATERIALES PARA LA TOMA DE
MUESTRAS

FOTO 2: ORGANOS PULMONAR

,/, |

FOTO 3: TOMA DE MUESTRAS DE FOTO 4: CANALES DE BOVINOS
NODULOS PULMONAR FAENADOS CAMAL DE EL EMPALME
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et

FOTO 8: PREPARACION DE LAMP
MIX

.

FOTO 9: MEZCLA DE LAMP Y
SOLUCION BLUE JUICE

FOTO 10: DEPOSITAR LA MEZCLA
DE LAMP EN EL GEL DE AGAROSE
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