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INTRODUCCION

La tuberculosis bovina es una enfermedad infec-
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Resumen

Guanziroli Stefani, M.C.; Cicuta, M.E.; Zumarraga, M.J.; Romano, M.1.: Primer aisla-
miento de Mycobacterium bovis de bufalo del nordeste argentino. Rev. vet. 19: 2, 143—146,
2008. Para detectar bufalos infectados con Mycobacterium bovis se realizaron pruebas tu-
berculinicas intradérmicas a 402 bufalos de raza Murrah del nordeste argentino. Cuatro ani-
males resultaron positivos y seis sospechosos a la prueba ano—caudal simple, de los cuales

cinco fueron positivos a la prueba cervical comparada. Se realizé necropsia a una hembra de

9 afios que habia reaccionado positivamente a ambas pruebas, en la que se observd solo un

ganglio retromamario afectado con necrosis caseosa. A partir del mismo se aislo M. bovis

espoligotipo 34, que es el mas frecuente en los aislamientos provenientes del ganado bovino

de la zona. Se destaca la ubicacion del linfonodulo afectado para tenerla en cuenta en las

necropsias de la especie bubalina.
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Abstract

Guanziroli Stefani, M.C.; Cicuta, M.E.; Zumarraga, M.J.; Romano, M.1.: First isola-
tion of Mycobacterium bovis from buffalo of the North East of Argentina. Rev. vet. 19: 2,
143-146, 2008. In order to detect buffalos infected with Mycobacterium bovis, 402 animals
of Murrah breed were tested by means of intradermal tuberculin. Four resulted positive and
six suspicious to the caudal fold simple test; from these, five were positive to comparative
cervical test. One nine years—old positive female was necropsied. The only granulomatous
lesion found was in one retromammary lymph—node. From this, M. bovis spoligotype 34
was isolated. This genetic type is the predominant in cows of this region. We emphasize the
localization of this lesion, which is not usually found in cattle.
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En el animal vivo el diagnoéstico se efectua por exa-
men clinico y por medio de reacciones de hipersensi-
bilidad retardada (prueba tuberculinica) efectuada con

ciosa causada por Mycobacterium bovis, a la que el
bufalo es también susceptible. En esta especie ha sido
reportada en Italia, Brasil, India y Australia ° '3 16.22
.27 Esta enfermedad cronica adquiere relevancia fren-
te a la longevidad de los bubalinos, cuya vida produc-
tiva se puede extender a veinte afios, proporcionando
mayores posibilidades de desarrollo y transmision de la
misma '"?*, Los signos clinicos pueden estar ausentes
en los primeros estadios de la enfermedad que, sien-
do una zoonosis, se transforma en riesgo ocupacional
para quienes trabajan con animales, como veterinarios,
tamberos, trabajadores rurales, personal de frigorificos
y otros2!:26:28
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derivado proteico purificado (purified protein derivate,
PPD) obtenido de cepas aviares (PPD—A) o bovinas
(PPD-B) . Los tests tuberculinicos presentan una sen-
sibilidad entre 72 y 96% y una especificidad de 70-99%
para los bovinos, estos indices no parecen ser validos
para los bubalinos dado que reaccionan en forma mas
exagerada a las micobacterias '"?*?. Se ha demostra-
do que la prueba caudal simple posee sensibilidad de
81,8% y especificidad de 93,3% en bovinos y que, con
el aumento de la dosis a 0,4 mg, la sensibilidad alcanzo
a la especificidad, afirmandose que, entre las pruebas
simples, la cervical proporciona el maximo de sensibi-
lidad y la caudal el maximo de especificidad . Algunos
animales pueden no responder a la tuberculina debido
a diversos factores como infeccion reciente, fin de ges-
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tacidon o desnutricion, ocasionando resultados falsos
negativos '2. También en avanzado estado de infeccion,
pueden manifestar el fenomeno de anergia, o ausencia
de reactividad cutanea 5. La respuesta de los bovinos
comunmente se inicia a los 30-50 dias post—infeccion.

Debido a que las reacciones de los bubalinos mues-
tran mayor intensidad que las de los bovinos, la lectura
de la induracion no debe seguir los mismos parametros
de los tltimos '*'* 8. Al referirse a la prueba compara-
tiva, que utiliza simultdneamente PPD aviar y bovino
en el mismo animal, algunos autores sostienen su utili-
dad para diferenciar animales infectados por M. bovis
de aquéllos expuestos a otras micobacterias o géneros
afines °. En presencia de mayor reactividad a la tuber-
culina aviar (que representa sensibilidad inespecifica),
las reacciones a la tuberculina bovina se consideran
poco significativas en los bovinos 2. La prueba es con-
siderada positiva en esta especie cuando la respuesta al
PPD-B es 4 mm igual o mayor que el PPD-A (de 1 a
4 mm es sospechoso) *. La concentracion recomenda-
da para bovino es de 2.000 UI de PPD-B (usualmente
0,1 mg/ml) determinada por ensayo biologico frente a
un patrén de referencia internacional . El test tuber-
culinico no es efectivo en todas las especies; algunos
investigadores afirman que no es un buen método de
diagnostico para utilizar en rodeos bubalinos debido a
que en muchos animales reactores no se ha podido con-
firmar la infeccion a la necropsia .

Se ha registrado sensibilidad del 75% en la prueba
comparativa contra 87,5% en la simple cervical y una
sensibilidad semejante en la caudal >. Aumentandose
la dosis de tuberculina aplicada, la sensibilidad aumen-
ta, manteniéndose la especificidad, ain asi no se puede
alcanzar el 100% de sensibilidad debido a la presencia
de animales anérgicos en el rebafio. La sensibilidad y
especificidad pueden ser alteradas modificandose la
dosis inyectada, la concentracion en unidades interna-
cionales o los valores limites de respuesta o puntos de
corte de reaccion 7'%20,

Se recomienda la lectura por medicion en la prueba
ano—caudal en el bufalo, considerando reaccion positiva
cuando es mayor o igual a 10 mm, sospechosa cuando
sus valores se sitian entre 6,4 y 9,9 mm y negativa si es
menor a 6,3 mm 2, También se sugiere que en la prueba
cervical comparativa, la media aritmética de las reac-
ciones especificas en bubalinos sea de 13,07 mm y en
bovinos 7,81 mm. Asi, la relacion entre las medias de
las dos especies es igual a 1,69. En bubalinos la reac-
tividad cutanea en el pliegue ano—caudal fue 1,8 veces
mas intensa que la observada en la region cervical Los
tests caudal simple y cervical comparativo en bubalinos
naturalmente expuestos a M. bovis no fueron capaces
de detectar todos los animales infectados y también
fueron positivos en animales no comprobadamente
infectados. En el trabajo citado se utilizo la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (polimerase chain
reaction o PCR) para la identificacion de micobacterias
del complejo M. tuberculosis aisladas de linfonodulos
de bubalinos naturalmente infectados, visto que, debido
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al crecimiento muy pobre en medios de cultivo, no fue
posible la confirmacion de la especie de micobacteria a
través de pruebas bioquimicas y de cultivo 2 .

Luego de la necropsia, el diagndstico de tuberculo-
sis se confirma a través de examenes histopatologicos y
bacteriologicos, a los que se suman las técnicas de biolo-
gia molecular (sondeos de ADN y PCR) °. La técnica de
PCR esta siendo considerada como el avance mas promi-
sorio en el diagnostico rapido de tuberculosis, capaz de
reducir las 4 a 8 semanas necesarias para el desarrollo
del cultivo, a 1 o 2 dias para la obtencion de resultados,
siendo aplicada en la identificacion de micobacterias di-
rectamente, a partir de muestras clinicas, con una sensi-
bilidad y especificidad muy elevadas, ya que es capaz de
detectar menos de 10 bacilos en la muestra 4~

En base a estudios realizados en diversos paises se
considera necesario establecer parametros especificos
para los bufalos, tomandose en cuenta las diferencias
de respuesta inmune entre bovinos y bubalinos. Algu-
nos investigadores afirman que es posible extrapolar
los resultados de investigaciones sobre diagnosticos de
bovinos a bubalinos ' 317 1821 " a(n asi, deben con-
siderarse las posibles diferencias inmunologicas entre
las especies, visto que muchas veces se toman valores
de bovinos que no pueden necesariamente presentar la
realidad, incurriendo en sacrificios innecesarios y pér-
didas economicas.

Dado que es importante que el control de la tuber-
culosis sea aplicado a todas las especies susceptibles, el
objetivo del presente trabajo fue tipificar la cepa de mi-
cobacteria aislada luego de la realizacion de las pruebas
tuberculinicas en btifalos, acompafiada del diagndstico
histopatologico y pruebas de biologia molecular.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd la prueba tuberculinica intradérmica
simple ano—caudal a 402 butfalos de raza Murrah de la
provincia de Corrientes, con un rango de edad de 1 a 20
aflos, a los cuales previamente se les tomo la medida del
grosor cutaneo del pliegue externo con calibre milime-
trado. Se utilizé 0,1 ml de PPD-B con una concentra-
cion proteica de 1 mg/ml (32.500 Ul/ml), provisto por el
Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA) *. Las
lecturas se realizaron a las 72 + 6 horas, interpretando
la induracion de la siguiente manera: positivos con dia-
metro igual o mayor de 10 mm, sospechosos entre 6 y
9,9 mm y negativos iguales o menores a 5,9 mm * .

A los animales positivos y sospechosos se les repi-
ti0 la prueba cervical comparada en un plazo de 60 dias,
interpretandose como positivos a aquéllos que registra-
ban una diferencia de PPD—B con respecto a PPD—A
igual o mayor de 5 mm, sospechosos entre 3 y 4,9 mm
y negativos debajo de 3 mm ».

Se realizé una necropsia examinando histopatolo-
gica y bacteriologicamente los linfonodulos y 6rganos
afectados. La metodologia utilizada fue la habitual,
realizandose tinciones con hematoxilina—cosina, Gro-
cott, PAS y Ziehl-Neelsen para observacion de bacilos
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acido—alcohol resistentes (BAAR), asi como procesa-
miento bacteriologico para aislamiento de micobac-
terias: decontaminacion de la muestra utilizando el
método de Petroff con hidroxido de sodio al 4%, cen-
trifugacion, neutralizacion y siembra en los medios de
Stonebrink y Lowenstein—Jensen.

Una ansada del aislamiento fue resuspendida en
agua e incubada a 95°C durante 45 minutos; 5 ul del
sobrenadante fueron utilizados para la amplificacion
de la region DR por PCR para la tipificacion por la téc-
nica de spoligotyping, segin protocolo ™.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 402 animales tuberculinizados, 4 (0,99%)
fueron positivos a la prueba ano caudal simple con
reacciones de 11 a 17 mm y 6 (1,49%) resultaron sos-
pechosos, con rangos de 6 a 8§ mm, totalizando 10 re-
accionantes (2,48%). De los 10 animales positivos y
sospechosos a la prueba ano caudal simple a quienes se
les efectud la cervical comparada, 5 resultaron reaccio-
nantes con predominancia de respuesta al PPD—B con
rangos de diferencias entre 7 y 31 mm con respecto al
PPD—-A , 2 sospechosos y 3 negativos.

Se realizod necropsia a una hembra de 9 afos que
habia reaccionado positivamente a las pruebas ano cau-
dal (17 mm) y cervical comparada (16 mm de diferencia
entre PPD-B y PPD—A). En la misma se observo solo
un ganglio retromamario afectado con necrosis caseo-
sa; el resto de los drganos carecia de lesiones compa-
tibles con tuberculosis. El diagnoéstico histopatologico
del ganglio retromamario (Figura 1) fue compatible
con tuberculosis; el resto (retrofaringeos, preescapula-
res, submaxilares, mesentéricos y popliteos) presentd
hiperplasia linfoide difusa. Se obtuvo aislamiento de M.
bovis (Figura 2) soélo a partir del ganglio retromamario.
Por spoligotyping se detecto el espoligotipo 34 (Figura
3), que abarca al 54,7% de M. bovis sobre un total de
219 aislamientos estudiados provenientes de ganado
bovino de la zona °.

La tuberculinizacion en el bufalo presenta algunos
inconvenientes como inexistencia del pliegue ano—cau-
dal interno y heterogeneidad en la morfologia del plie-
gue ano—caudal externo, en el cual el tamafio y grosor
de la piel son muy variables. Presenta mayor cantidad
de tejido laxo con diferente conformacion histologica
debido al mayor mimero de fibras elésticas por lo que es
esperable que haya mayor reaccion cutanea. El bubon
intradérmico que se forma puede observarse facilmen-
te o no, dependiendo si el animal presenta la piel mas
gruesa o mas fina en la zona, por eso es de suma impor-
tancia la utilizacion de calibre milimetrado.

Nuestras mediciones de induraciones concuerdan
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con las obtenidas en trabajos realizados con anteriori-
dad 1317 18.20.24.27 " donde se comprueba que la reaccion
es mas pronunciada en la especie bubalina que en la
bovina, por lo que los parametros de medicion de las
pruebas también deben considerarse diferentes a los
del bovino. Los establecidos por investigadores brasi-
leros parecen ser acertados aunque nos faltaria corro-
borarlos con mayor numero de necropsias en bifalos .

El hallazgo de M. bovis con espoligotipo corres-
pondiente al predominante en bovinos indica la dise-
minacion clonal de esta cepa a la especie bubalina. Esto
tiene un gran significado epidemiologico ya que esta
evidenciando el contagio entre bovinos y bubalinos, a
diferencia de lo que ocurre en Brasil donde las cepas
de M. bovis aisladas de bufalos tienen sus espoligoti-
pos exclusivos, diferentes a los del bovino ?. Ello debe
alertarnos respecto a que la fuente de infeccion para el
bufalo de esta zona serian los bovinos infectados. Es
dable destacar que los campos lindantes a los habitados
por bufalos se encuentran poblados de bovinos que cir-

Figura 1. Ganglio caseoso retromamario del cual se
obtuvo desarrollo de M. bovis.

Figura 2. Cuatro tubos de medio de Stonebrink con
colonias de M. bovis

12345678910111213141516171819202122232425262728293031323334353637383940414243
Figura 3. Espoligotipo del aislamiento de Mycobacterium bovis procedente de bufalo. Los espaciadores se indi-

can con numeros.
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cunstancialmente invaden los establecimientos.

La permanencia de esta enfermedad limita las po-
sibilidades del sector pecuario y la comercializacion
internacional, influyendo negativamente en la rentabili-
dad de las explotaciones, en la calidad de los productos
y en el consumo y la salud humana, de alli la importan-
cia que el Plan Nacional de Control y Erradicacion de
la Tuberculosis Bovina, implementado por el SENASA
en 1994, sea llevado a cabo y se implementen los para-
metros mas adecuados para ser aplicados a bufalos debi-
do al incremento de la explotacion de esta especie, muy
valorada por la resistencia innata al calor de la region,
precocidad, calidad de su carne y derivados lacteos.
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