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Resumen Ejecutivo

La tuberculosis bovina es una de
las zoonosis mas importantes a nivel
mundial. La enfermedad es un
problema serio de salud publica y es
la causa de grandes perdidas
econdmicas en paises que como
Colombia no han logrado una
erradicacion de la enfermedad. La
verdadera incidencia de la tuber-
culosis bovina en el mundo es
desconocida, debido principalmente
ala carencia de métodos diagnosticos
especificos, que permitan una rapida
y especifica deteccién del My-
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cobacterium bovis en muestras
bioldgicas y a la falta de herramientas
epidemioldgicas que permitan un
seguimiento en las rutas y fuentes de
contaminacion.

El método diagnostico empleado
rutinariamente es la prueba de la
tuberculina una prueba de hiper-
sensibilidad retardada, la cual mide
la respuesta defensiva del animal
infectado a ciertos compuestos
solubles que elimina el micro-
organismo al medio de cultivo
(Huitema, 1972). Es necesario en-
tender que dada la complejidad del
genero Mycobacterium, existen
muchos microorganismos con
antigenos de reaccién cruzada con
Mycobacterium bovis (Daniel and
Janicki, 1978; Harboe and Nagai,
1984), lo que impide que la
especificidad de la reaccién sea la
adecuada. La prueba confirmatoria
de la tuberculosis bovina es el
diagndstico microbiolégico, en el cual
la muestra bioldgica es transportada
al laboratorio en donde se realiza el
aislamiento e identificacion del
microorganismo en medios de
cultivo selectivos. Aqui se presenta
otra de las dificultades en el
diagndstico: en primer lugar, M. bovis
es un lento crecedor, requiere de unas
condiciones de cultivo exigentes,
tarda entre 8 y 12 semanas para
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crecer en estos medios selectivos y
se necesitan al menos 100 bacilos
vivos en la muestra para obtener un
resultado positivo (Bates, et al.,
1986).

La falta de métodos diagndsticos
certeros ha llevado a la Organizacion
Mundial de la Salud a través de la
unidad de Salud Publica Veterinaria a
determinar como una de
sus prioridades el pro-
mover la investigacion

nuevos métodos diag-
nosticos y alabusqueda
de nuevas herramientas
epidemiologicas para la
prevencion y el control
de la tuberculosis bo-
vina (WHO, 1994).

gacién previa, se
identific6 un frag-
mento gendmico es-
pecie-especifico de Mycobactcrium
bovis empleando la técnica de
Amplificacion Arbitraria de frag-
mentos polimérficos de ADN
(RAPD). Este fragmento fue clonado
y su secuencia de nucledtidos
determinada. Basados en esta
informacion se desarrollo un método
diagndéstico especifico para la
tuberculosis bovina mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR). En condiciones de laboratorio,
este método de PCR discrimina al
bacilo bovino de todas las otras
especies de micobacterias y bacterias
relacionadas, incrementandose la

"La verdadera incidencia
en la estandarizacion de  de la tuberculosis bovina
en el mando es
desconocida, debido
principalmente a la

carencia de métodos 2138).
diagnosticos especificos,
gue penaitan una rapida
En una investi- Y especifica deteccion del
My cobacteriuni bovis.",

especificidad con respecto a los
métodos tradicionales empleados para
su deteccion (Fig. 1). La técnica permite
el reconocimiento del Mycobactcrium
bovis en muestras biolégicas como
leche y sangre con una sensibilidad
cercana a 10 bacilos/mi de muestra,
incrementando la sensibilidad en
varios ordenes de magnitud. Los
resultados de esta investigacion han
sido publicados en:
(Rodriguez JG, Mejia GA,
Del Portillo P, Patarroyo
ME and Murillo LA.
1995. Species-specific
identification of Myco-
bactcrium bovis by PCR.
Microbiology 141: 2131-

Este proyecto, rea-
lizard la validacién en
campo del método
diagndstico de PCR,
con el &nimo de
evaluar la sensibilidad
y la especificidad de la reaccién con
respecto a los métodos tra-
dicionales de diagndstico y mostrar
su posible utilidad en el control de
la tuberculosis bovina. Las
muestras biolodgicas seran direc-
tamente obtenidas cié animales
sospechosos y animales libres de la
enfermedad a los cuales se les haya
aplicado la reaccién de Ila
tuberculina y los resultados de la
PCR serdn confrontados con estos
resultados. Las muestras bioldgicas
(leche, sangre y biopsias de
animales sacrificados), seran
procesadas y fraccionadas para



realizar sobre ellas la prueba de PCR,
el cultivo en medios selectivos y su
posterior tipificacion bioquimica. Los
resultados del estudio serdn com-
parados con el fin de establecer la
validez del nuevo método diagnéstico.
Subsecuentemente, los bacilos aislados
y tipificados bioquimicamente como
Mycobacterium bovis serdn carac-
terizados mas detalladamente
empleando técnicas de epidemiologia
molecular como la huella genética o
restriccién de fragmentos polimadrficos
largos de ADN (RFLP).

Hipbtesis

La presencia de Mycobacterium
bovis en muestras biologicas puede ser
detectada mediante la utilizacion de la
PCR con mayor o igual eficacia y
confiabilidad que el método bac-
teriolégico y el diagnostico clinico-
epidemiolégico de la tuberculina.

Aproximacién al Problema

Con la colaboracion del Instituto
Agropecuario 1CA, se aplicara la
prueba de la tuberculina en fincas de
lasabana de Bogota, tanto sospechosas
como libres de tuberculosis. Teniendo
en cuenta la incidencia de tuberculosis
bovina y el numero de cabezas de
ganado, se tomardn muestras de
sangre y leche de aproximadamente
350 animales. Las muestras se
analizaran tanto a nivel micro-
biol6gico como por PCR. También
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se procesaran muestras debiopsias de
animales sacrificados. Los resultados
de estas pruebas seran evaluados y
confrontados al final del estudio para
asegurar la validez de los mismos. Los
analisis de RFLPs de los aislados de
Mycobacterium bovis permitiran
establecer las diferentes subcepas que
circulan en la sabana de Bogota e inferir
posibles relaciones epidemioldgicas.
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