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INTRODLIGGION 

l~ t•Jberculosis C"ont inrí:l siPndc1 una rnfermedad que 

afecta a la población de pr4cticamenb:· t.-.do el 1nondo, pese a 

los esfuerzos r-eal izadric:; para erradicarla. Fl prC1l1le1n¿\ t1oJ 

d•crecido n ~-3si. desaparP.•:oiri•' en m111:-hos p.1{;1!~ d 1"?saryol \.1dos, 

las 

económic.:is y sot:ialecs 'i•)n desf.1vorolb\es, como es el t:".ao;a d~ 

tas paises latinoamrricarios. 

Se est imoi que al rnenos 3 mi 11,:incs el@ í'ersonas muel"'en de 

tubP.i-cul<>sis r."ar1.;i afio y que 5e Pr•?s,.ntan r1e 4 .;¡ 5 mil l•>nes 

rle ca.seis nuevos de personas que son eliminadoras del barilo 

t uber cu loso. 

Fn el ganado bovino de nuestro país, la tuberculosis es 

una enfermedad cuya rnagnltud se rlesconoce, debido a. qrJe los 

ganaderos se han mosti-ado i-eacios a pyacticar las pyuebas de 

intradP.Ymorreacción en sus animales. Considerando 9ue d~ los 

animales enfPrmos entre el 5 y 12X eliminan Pl bncilo 

tuberr."ulo'l<> a ti-av<!s <le la leche, el i-iesgo de ti-ansmisión .11 

human•'), si ~sta l'!t:he no "'?~ pasteur'izada o hervida, es 

elevado; pr:1r otra parte, se ha ot.H-erv¿¡rtf1 la cJ imin.:1ción ele 

micob-1cteria'l 1Je11,,min.1rfo1s ".-1\ fier~ntes del h.tci lo tubqr·-:ul,,'So 11 

lMOTTl, que dfa a d:[a r.ip asc1C"i~n ... cin 1110.yor fY'~c-u11ncia a 

pad11cimientos en el horobi-e, como linfaderriti~. l<?slones 

granulomatosas en piel, lesiones pulmonai-es y óseas, entre 

otr .. s. 

producir reacciones cruzadas cuando se aplic;)n las pruebas 

intradérmi~ .. s. se oblendi-fan i-esult,,rfo~ positivos tanto con 



t ubercu 1 os is, como con las cepas de mlcobacterias 

diferentes del bacilo tuberculoso, confundiendo así la 

determinadón de c•Jill "'s el agente etiológico. 
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OBJETIVOS 

1.- Determinar por medio del aislamiento e identificación, la 

frecuencia de micobacterias a partir de leche de bovinos 

~ospechosos a la prueba intradérmica con derivado 

protelnico purific~do de origen bovino <PPD>. 
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1. GENERALIDADES 

1.1. Antecedentes 

El bacilo tuberculoso y la tuberculosis producida en el 

hombre y los animales se han estudiado más que todos los 

dem4s microorganismos y enfermedades. 

La tuberculosis e~ uno de los padecimientos m4s 

antiguos que s.e conocen, las referencias hacen mención de que 

las nao•ias egipcias muestran lesiones de la infección C21l. 

~l principio, la enfermedad se confundid con sffilis, pero en 

1868 Willemin inoculó conejos con material tuberculoso humano 

y bovino y encontró que aqu~llos desarrollaron la 

tuberculosis. El punto decisivo en la historia de la 

tuberculosis ocurrió en 1882 cuando Roberto Koch anunció 

póblicamente que habfa dbservado y cultivado al bacilo 

responsable de esta enfermedad. 

Al principio, Koch creyó que habfa un solo tipo de 

bacilo tuberculoso afectando al hombre y a otros animales, 

pero Smith (1898) deMOstró que hay diferencias pequeftas pero 

definitivas, entre la cepa humana y la bovina. 

De 1901 a 1911, The Royal Comission on Tuberculosis 

recopiló cuatro reportes donde se encontraban resultados y 

desarrollaban tfcnicas eMperimentales, muchas de las cuales 

se usan actualmente con algunas modificaciones. Se mostró 

que habfa tres tipos de bacilo •tuberculoso" <humano, bovino 

y aviar) asf como micobacterias de naturaleza saprofitica, el 

bacil~ tuberculoso bovino presente en leche de vacas causaba 

tuberculosis no pulmonar en el hombre, especialmente en 
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niffos1 y la infección pulmonar humana adquirida del ganado 

por inhalación fué un riesgo definitivo. La comisión también 

investigó el uso de las pruebas de tuberculina en animales, 

mismas que Juegan un papel crucial en las campanas de 

erradicación (6, 21>. 

1.2 OENERO HVCOBACTERil.tl. 

al Taxonomla. 

El orden de los t\c;tinomycetales queda dentro del grupo 

de lps Actinomycetes y l'licroorganismos relacionados. Este 

orden está formado por ocho familias dentro de las cuales se 

encuentra la fal'lilia Hycobacteri;lceae con un sólo género: 

Hycobacterium, que incluye muchas especies (3, 7). 

bl Composición qulmica. 

Una de las estructuras principales de la c4lula 

raicobacteriana es su pared celular, con multiples capas de 

,aproximadamente 20 mm de espesor. Dentro de la pared se 

encuentran abundantes llpidos complejos. 

La pared celular mlcobacteriana muestra una zona gruesa 

cOt11Puesta por tres capas que envuelven a una membrana 

plasiútica. Qulmica-nte," la pared es muy co•pleJa y 

diferente 

ne11ativas. 

de la de bacterias Oram positivas y Gram 

Los llpidos corresponden aproxlmada,...nte al 607. del peso 

seco de la pared y confieren al microorganisnio propiedades 

que les permiten resistir condiciones ambientales adversas 

(39). 
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La enorme cantidad de l{pidos en la pared, explica el 

carácter hidrófobo de los microorganismos, contribuye a la 

lentitud del crecimiento, tanto por hacer dificil el paso de 

sustancias nutritivas al Interior de las células, como al 

consuMir gran parte de la capacidad biosintétlca de 4staJ 

talllbl4n es responsable de ta resistencia a la acción letal de 

los 4cidos y álcalis (7). 

La pared celular micobacteriana consiste en una 

, 4111tructura <Jlucap•ptida basal, unida covalenleMente a un 

arabinogalactano-micolato. Tres características distinguen a 

los glucopéptido• d• la• Micobactertas: al la presencia del 

ácido N-glucolilmuráalico en lugar del derivado N-acetilo, b) 

la presencia de dos grupos amida en el glutaMato v 4cido 

m.so-dia.lno pi~lico (~) de los péptldos de la subunidad 

repetidora y c) la 'presencia de dos cla1e1 de uniones 

tnterpfptidos: D-ala-meso-DAP y meso-OAP-DAP-. 

Aproximada .. nte el ?O~ de la unión cruzada en el glucopdptido 

consiste de puentes interpéptidos entre 

Los puentes interpfptidos de este 

encontrarse en las •icobacterias l3e>. 

El glucop4pt ido ••U unido 

re1iduoa meso-DAP. 

tipo parecen sólo 

al polfmero de 

arabinogalactano por uniones foafodiester entre residuos del 

6cido murámico y una arabinosa del arabinogalactano. 

Entre los l!pidos encontrados en las micobacterias están 

los. ácidos 111icólicos, ácidos grasos saturados con 

ramificaciones alfa y beta hidroxilados, que se encuentran 

tanto en las ceras como en los glucolipidos. Entre los 
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ltpido5 más superficiales se hallan las ceras 

ácidos grasos con alcoholes> y los glucol ipidos 

11ic6sidos. Aparte de la; m1cobacterias 

<.éster -~s r' • 

dE. nom i nr\d-..1,., 

!iólo ¡.) ~ 

corinebacterias posePn ceras vcrdad\'!ras y ~lgunas de el 1-.... 

son, en oc.~siones, .acidorl"'esistenles. 

Entre los micósidos se encuentr1 el fac-tor corcJ.~n {•, 

6'-dimicolato trealosa) y los sulfollpillos. El factor corrt<'ln 

se 9eft.ala como responsable de 1.:i vir1Jlencia y del 1:r~·~imientt'.l 

formando cordones. 

OtrC'• micósido ~s el denominado Gel·a. D, que no es llf1:. 

cera verdadera, pero Ct'nt1'1n-.! ácidos rnir.61 icos y un 

ql11copéptido, esta cel"'a es de t.?SP~ci.:¡l inter~s d<?bido a 

capac id.-"'ld para -ictuar corno ~dyuv~1.n te, 

inmuno9enicidad d•? un antígeno. 

Los sulfolfpirlos, aunque nc..i est.in ccavalentemente unidos 

a la pared.. son importantes deter-minantac; de s11perficia t7, 

38). 

e> Acidorresistet1cia. 

La propiedad más distintiva de las mic~b~~teria~ ~s que, 

cuando se t iften con colorantes adecu~dos, como la carbl".'l 

fuchsina, na se decoloran por la acción de los ácidos; P.sta 

propiedad da l11qar a. la design~"'lci.ón de á1:-iJc1-r1~-;i. ;t~.,nt:J~. 

\.~ p-,.··•r>\P.r1:v1 riP. !l~ir11-.t"'r·~~\-,' ~,,~;., ~~ lt·, .. ;...._,,,v~ "=-'' 

cont.enido lip!dico. L.a m<?jor e>:plicación de la 

ácidorresistencia se hasa en un principio de bar..-er:t 

lip{dica. De acuerdo a esta 11ip6t~si~, la hi~rufohi~itlal\ !~ 

las capas superficiales aumanta luego de ClUe el colorant~ '"": 

7 



une fortnando compleJC"tS ~on los Y"esidu1"S de !cido mic6li~o 

presentes en la pared celular. Esto impide la salid~ de la 

carbol fuchsina que queda atr~pad~ en •l interior de la 

célula. 

d) Características 

nutricionales. 

de cult ivn y 

Desde hace mucho se sabia la díferencia entre la cepa 

hu11ana y la bovina, esto es, diferencias en morfología 

celular, velocidad de crecimiento i!!. illJ:2 y palc<J>?ni•oidad 

para varios animales. Smith (1904l describió el conocimiento 

claro de la dep>?ndencia del 9! icer•)l en la prueba: el 

crecimiento de la cepa humana se aumentn con el glicerol 

mit?ntras •111~ i?l dP. la cP.p.:t bi:iVina 'it-? suprimt?. 

Se f1ot6 también que el crecimiento de la cepa humana 

tendfa a Sf'."r amontonado y <?xhuberante, mientras que la cepa 

bcwi11a produjo coloni•3S pequef1as y or-c.Jenar1as. Calmette 

( 1923), utilizando un medio consistente en una parte de papa 

r1?m1Jj.1da "'" gli1~~r..,l, r~P•:il"'ló 'lile l.:i cqp~ b.-,vin.:t CYi:?Cfri ~n 

presen~ia dq bilis bovina p~yo no en bilis humana, mientras 

que el ·~omportamiento de la cepa hutnana era al contrario. 

Ahora -se sabe que h~y ot r-ls rt i f~renc ias h io'l•timi1'!;J'.i entre 

esto5 dol microorganismos (6), 

En la mayorla de las condiciones rle cultivo, el tiempo 

agregado al medie de cultivo de un surfact'3'1te, como el tween 

80, mejora la tasa de crecimiento de los microor9~nismos. 

Las cepas humana y bovina difier•n ~n el pH óptimo rle 

creci~tqnto, la prim~r~ ~r@~~ 1n•?Jor 4 7.4 - a.o, mi8nlr~s qu~ 



la segunda lo hace mejor a 5.8 - 6.9. La cepa aviar prefiere 

un medio ligeramente alcalino. 

La temperatura óPtima para el aislamiento de las 

especies humana y bovina es de 37 grados centigrados. El 

bacilo tuberculoso aviar crece bien a temperaturas entre 25 y 

45 grados centigrados. 

tL.. tubercu 1 os is, 

condiciones aeróbic·as 

atmósfera conteniendo 

(21).. 

para el crecimiento 

el 5Y. de CO ayuda 
2 

avium requieren 

artificial. Una 

al crecimiento 

Las micobacterias crecen en un medio conteniendo fuentes 

de carbono, nitrógeno y sales inorgánicas. tL.. tuberculosis 

utiliza como fuente de carbono preferentemente al glicerol ya 

que acelera en forma apreciable el crecimiento de esta 

especie. tL.. ~en cambio, puede utilizar como fuente de 

carbono al piruvato ya que el glicerol en ocasiones causa un 

inhibitorio • Como fuente de nitrógeno se pueden • efecto 

utilizar sales de amonio y ciertos amlno:kidos, como por 

Alguna deficiencia de sal inorgánica puede tener 

consecuencia, como en el caso de la falta de hierro. La 

naturaleza insoluble de éste a pH fisiológico ha dado como 

resultado la evolución de los sistemas para su transporte 

hacia la célula. Debido a la gruesa pared rica en llpidos de 

las micobacterias, 

quelan al hierro: 

el Sistema consite en dos COllPOnentes que 

al un compuesto extracelular soluble en 

agua, eKoquelina, que puede sustraer hierro de la ferritina y 
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b) micobactina, una mol4cula lipofilica localizada en la 

superficie de la célula bacteriana. En el modelo propuesto, 

el i6n f4rrico del medio eMtracelular es solubilizado por 

exoquelinas y luego, por contacto con la pared celular 

Micobacteriana, et toaado por la •icobactina y transportado a 

través de la pared. La Micobactina originalmente aislada de 

COllO un f~ctor de crecimiento pAra 

paratub1rculosi1, está presente en todas las misobact1rias y 

parece estar confinada a este género l38). 

e) Clasificación. 

EMiste una clasificación de las micobacterias en cuanto 

a sus propiedades ecológicas relevantes: 

A> Saprófltas. EJeroplos: ~ 2ordonae 
tt... f ltvusens 
ti.&. noeromogenisum 
11...~ 
tt... triyhlt 
11... H!Ht t it 
tt... 1!.l:!:.U. 
tt... p1r.lfortuitu• 
tt... lll1tl 
t1... >ll!rJl!l 
11... !Wli.!..u! 
t1... !l!l.Yill.i. 
tt...~ 

B> Pal691nos potenciales. EJ1•plos1 11... 
11... 
11... 
11... 
11... 
t1... 
ti.. 
11... 

C) Patógenos facultativos. EJeroplos: t1... 
11... 
11... 
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aviy,. 
chelont• 
fortuity• 
lntract\lylare 
ktnHtli 
!li!:J.n!Jm 
1eyofylaseu11 
!l.!.!lSU!.i. 

lepra• 
paratubtrcylosis 
uleerans 



DJ Patógenos obligados. EJemplos1 !:!..... 
!1.. 
!1.. 
!1.. 
!1.. 
ti... 
ti... 

t ubercu losi s 
africanum 
.35iaticu111 
malmoense 
ll!!l1fil!. 
ll.!!.lli.i 
bagmoebilum 

Runyon en 1959, propuso un sistema para clasificar a las 

micobacterias diferentes del bacilo tuberculoso en cuatro 

grupos. Estos grupos se basan en la velocidad de crecimiento 

y la producción de -pigmento. 

GRUPO I. Fotocromógenos. Crecen lentamente y producen un 

pigmento amarillo solo cuando se 

exponen a la luz. EJemelo: 

!:!..... ulcerans, !:!..... kansasii. 

!:!..... marium <balnej). 

GRUPO 11. Escotocromógenos, Crecen lentamente, forman un 

pigmento anaranjado tanto en la 

luz como en la obscuridad. 

Ejemplo: !:!..... scrofulaceum 

GRUPO III, No fotocroM6genos, Crecen lentamente, no producen 

pigmento, o producen un color 

rosa palido. Ejemplo: 

!:!..... avium-intracellulare 

GRUPO _IV, Crecimiento r6pido. EJelftPlo1 1:1.... ~ 

f) Tuberculina y PPD. 

!1.... sm!!9rnath 
ti... fortuitul! 

La tuberculina consiste en un cultivo de bacilos 

tuberculosos Inactivos por calor. Los microorganismos se 

filtran Y el filtrado se evapora basta una ddcima parte de 
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su volumen original. El derivado proteico purificado CPPD> 

se obtiene de filtrados de cultivos de ·microorganismos que 

han crecido en un medio sintético, que se destruyen por 

calor, y luego se precipitan con sulfato.de amonio. 

El derivado protetnico purificado de tuberculina 

contiene una mezcla de tuberculoproteinas con pesos 

moleculares de 2 000 y 9 O~ t38). 

La potencia del PPD o DPP se eMpresa en término• de 

unidades internacionales. Cada unidad equivale a 0.00002 mg 

de derivado proteico puro. 

El mejor sitio para realizar la prueba de tuberculina en 

el humano es la cara anterior y superior del brazo, por vta 

·estrictamente intradérmica y debe leerse entre 48 Y 72 horas 

de'5pués de aplicarse. 

Para el diagnóstico de tuberculosis bovina hay 3 

diferentes pruebas a realizar: 

a) Subcut4nea. 

b) Intradérmica. 

c> Oft4l•ica. 

En la prueba subcutánea se inyecta subcut4neamente una 

dosis de 2 •l de tuberculina. Previo a la inyección se toma 

la temperatura del animal 3 veces con intervalos de dos 

horas, si ésta es normal, se inyecta la tuberculina1 8 horas 

después de la inyección, se t0111an de nuevo las temperaturas 

con intervalos de dos horas y durante 18 horas. Se obtiene 

una reacción positiva cuando eMiste incremento en la 

te11Peratura de al 1111tnos 2 grados F durante el intervalo entre 

las 8 y 18 horas después de la inyección. 
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Et1 la pyueba int.-adéymica, se iny.ectan no menos de 0.1 

ml y no más de 0.2 ml de tube.-culina dent.-o de la capa 

déYmica. En el ganado se usa el pliegue caudal o la vulva. 

En la piel del área ce.-vical se ha encont.-ado que se p.-esenta 

una reacción más pronunciada, peyo no se usa en la pyueba de 

.-utina, eKcepto pa.-a checa.- a Yeacto.-es sospechosos. Se hace 

apayente la reacción positiva po.- un hinchamiento pequeffo o 

grande en el punto ae Inoculación dent.-o de las 72 horas. 

En la prueba oftál•lca, la tube.-culina se pone dent.-o 

del s.aco conjuntival poy medio de un gotero. La tuberculina 

concentr<tda puede mezcla.-se con lactosa y moldea.-se en 

pequeftos discos po.- la facilidad de disolve.-se en los oJos. 

En la pyueba oftálmica, se Yequie.-en dos aplicaciones de 

tube.-culina. La prime.-a con el propósito de sensibilización 

y en la que se ha visto una reacción más ma.-cada. La segunda 

aplicación dos o t.-es dias después, para pyopósitos de 

• diagnóstico. El animal se so•ete a una observación durante 8 

hoyas. Una Yeacción positiva está ca.-acte.-izada por 

inflamación profusa y un eKudado mucupuyulento (21). 

1.3 TUBERCULOSIS. Humana y aniMal. 

t!... t11berculosh es el pdncipal agente etioló<Jico en 

el hombYe y la forma 1114s frecuente de presentación es la 

tube.-culosis pul•una.- -enfe.-medad consutiva cyónica que al 

principio se confunde con bYonquitis crónica- aunque hay otras 

fo.-mas de pyesentación (menfngea, .-enal, ósea, 

etc.>. Se ha infoymado que t1... tuber~ylosis es 
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etiológico más frecuente, algunos autores han informado hasta 

el 95% de los casos; sin embargo, no es-el único, le sigue en 

importancia !:L.. ~ y más recientemente se han aislado otras 

micobacterias ácido alcohol resistentes, a las cuales se les 

conoce como micobacterias diferentes del hacilo tuberculoso 

HDBT o HOTT (siglas en inglés> (11). 

!:L.. bovh es el principal . agente etiológico de la 

tuberculosis bovina, la infección se parece a la del humano y 

tambifn la forma más frecuente es la pulmonar, aunque existen 

otros tipos de presentación. La naturaleza exacta de la 

tuberculosis bovina y su relación con tisis o consución en 

el hombre, no se conoció por mucho tiempo, pero en 1846 

Kluncke observó que la linfadenitis tuberculosa era más comdn 

en infantes alimentados con leche cruda, de aqui que se 

incriminó a ésta como fuent~ de la enfermedad. 

Por los aftos de 1930, se vió que cerca del 40% de todos 

los animales sacrificados en mataderos públicos tuvieron 

lesiones tuberculosas obvias y cerca del 0.5% de todas las 

vacas lecheras producfan leche contaminada con bacilo 

l•Jberculoso. 

!:!.... bovis no solo produce lesión pulmonar en el h0111bre, 

sino que más frecuente~ente da lesiones extrapuJmonares como 

las renales, meningeas, digestivas, cutáneas y óseas sobre 

todo en niftos. Neissner (1959) encontró que las cepas 

bovinas de Hycobacterium eran responsables del 5% de 

enfermedad pulmonar y 14% de lesiones extrapulmonares en 

adultos (6). 
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Se calcula que existe un billón de bovinos en el mundo, 

de los cuales, un tercio vive en paises donde la tuberculosis 

bovina está bajo control: otro tercio vive en áreas donde la 

enfermedad está diseminada, pero se desconoce la incidencia 

y, el resto, donde la prevalencia de la tuberculosis bovina 

es alta. El porcentaje de reactores en estos tres grupos 

fluctda, desde menos de 1% en Norteam<lrica y Europa a 10 y 

20% o más, en regiones enzoóticas de Am<lrica Latina, Africa y 

Asia. 

~a repercusión económica que tiene la tuberculosis 

bovina se traduce en menor tiempo de vida del ganado, 

disminución de la producción de leche, menor capacidad de 

producción y menor calidad en el ganado de carne l23>. 

En México se desconocen las pérdidas por la baja de 

producción del ganado, debido a·que no hay información 

disponible. Los estudios se han hecho en ganado lechero 

, estabulado y en e>:plotación extensiva en diferentes zonas 

geográficas del pais. En el per-iodo de 1955 a 1957 l·l 

Secretaria de Salubridad y Asistencia realizó un estudio 

utilizando derivado proteico puro lPPD y tuberculina de Koch) 

encontr-ándose le;> 11i9uiente1 

Lu2ar Bovinos estudiados Reactores Y. 

D.F. 141 973 2 679 1.9 

Jiquilpan Mi ch. 263 68 25.8 

Mor-el ia Mich. 178 86 48.3 

Acapulco Gro. 958 102 10.6 
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ETI 1966 se aplicó PPD y tuberclll ina antigua a 0R3 

bovinos le<'hero~ procedentes de varic•S establos :i .. 1 D.F. y 

496 ftJeron reactores positivos (44.77.). De éstoc:;, solo se 

sacrificaron 42 y en todos se encontraron l<!11iones 

macroscópicas en los ganglios mediastinales compatibles con 

tuberculosis; en menor "dmero de casos 5~ observaron lesiones 

en otros grupos ganglionares,t23l. 

Aón cuando apat"'enlemente la ini:-idenr.ia de t•Jherculosis 

decrece, la incidencia relativa de la ftnfermedad ca•1!'-ada por 

micobacteria• diferentes del baclln tuberculoso tMDBT) a 

grupo MOTT, aumenta. El papel de la rnicobacterias 

antiguamente denominadas "at ípicas 11
, ól l imament~ ha c1:ibrado" 

importancia como productoras de enferrnedad, ya qu" se han 

en('ontrado con mayor incidencia en procesos infecciosos, 

tanto en el hombr" como en l~s animales (llJ. En el primero, 

s~ han Pncontrado produciendo enfermedad pulmonar, lesiones 

en piel, ~n pyoblem.:iis geni to-urin.:iyios, b::\r.ter~mias y 

linfad0?11itis c~rvical y las e~pe~ies involucradas como 

"'nnt"s patógenos son principalmente: 1:1.:.. kans.3•! i, 11:.. avl•Jm

intr;¡.;-'!\ lular~, tL_ rnalmo.,n~@, tL.. marin•HR, t1:... tJcrof11lace11m y 

lj_,_ ••11lgai entre otra• (5, 19, 22, 33, 34, 37). 

En lL's bovinos, las infeccione• por rnic-C1ba<'lerias pueden 

~t:•Jrrir" tanto por 11.... tub .. rcylosis, por 

micobactP.rias dif.,rent"s del bacilo tub.,rculOs<' l10). 

Fxisten muchas evidencias que sugieren qu" la l"che puede ser 

el m"dio a trav4s d<?l cual 11:.. kansasii llega al humano, .si 

~ste no fu.,ra el caso, "xist" l~ posibilidad d" ~uc la l"ch" 

sirva como vehiculo P"'"ª las MDBT Y asf "><plicar t"nln la 
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linfadenitis co!rn otr-os padecimientos (5, S). En México este 

rletScar.i dP. tt«'lnsmisi~in .:iumenta, debido .:i q1Je 4le desconoce la 

magnitud tanto de la tuberculosis bovina como de la infección 

por· M!JBT y a que los ganaderos no permi tO?n que se apl ig•Nn 

las pruebas intradérmicas en sus animales. Se considera que 

el indice de reactores positivos podria alcanzar hasta el 90% 

en algunas zonas del Estado de Veracruz, 50% en algunas 

explotaciones del Est.•do de M<!xico y q•~e en el Estado de 

Hidalgo no es superior al 20% (30). Si se consider' que de 

tos a.nimales enfe.-rnos de tuber-culosis, 

eliminan el bacilo tuberculoso a trav<!s 

entre el 5 y 12% 

de la leche, el 

ri~~~o de transmisión al humano, si ~~ta l~che no se 

pasteuriza o se hierve, es elevado; además de que puede 

presentarse eliminación de micobacterias diferentes del 

hacilo tuberculoso a través de este alimento 15, 8, 18, 22). 

La manera en que puede realizarse un programa de 

l!rradicación de la tuberculosis bovina es P•or medio de 1'15 

pruebas intrad~rmicas con Derivado Proteico Puro (DPP o PPD>. 

La intradermorreacción con DPP es un·a prueba que nos ayutla a 

diagnosticar la tuberculosis en animales, por lo tanto, Juega 

•Jn p;ipel importante en programas de err;idicación 123). 

Asimismo, mediante estas pruebas se pueden hacer estudio• 

epidemiológicos para conocer la distribución geográfica de la 

enfermedad. El Comité de Zoonosis de la FAO/WHO en su tercer 

informe en Génova t1967l, plantea como base de la 

erradicación de la tuberculosis bovina, la aplicación 

sistemática de la tuberculina lDPP> y la elimin~ción de los 

~~vin~s re~ctc,res. 
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objeto de descubrir si las reacciones dudosa~ al DPP se deb~n 

a la infecci<'•n por HDBT (23J. 

En H4xico es dificil aplicar un 

Prradica<'i6n, 

atraviesa el 

debido 

pafs1 

a la crisi~ 

sin embargo, 

económica 

en la Cuenca 

programa 

por la 

Lechera 

de 

que 

de 

Tizayuca Hgo., se realiza u~ programa estricto de eliminación 

de anim~l~s· reactores positivos, pero fr~2m:-u1?nlemente S'? 

presentan reacciones dudosas que hacen pensar en lA posible 

infección por mi-:obacterias diferentes del b·~cilo tuberculoso 

(30). 

1.4 INMUNOLOGIA 

La respuesta inmune a la tuberculnsis se presenta cuando 

un individuo se infecta con el bacilo tubei-•,•1loso y 

desarrol 1 a lentamente una lesión en el sitio ele inoculación. 

Este fenómeno se divide en ti-es componentes: una reacción 

inflamatoria acelerada coincidente con la pi-esencia de la 

pápulo-dl~era y la falla pai-a que el bacilo se disemine a los 

nódulos linfáticos u otra" part~s del cuei-po. 

La tubei-culosis es el prototipo de las enfei-medades que 

inducen inmunidad me<ti;ida poi- cf!lulas, "n donde los 

;inticuerpo;s no tienen un P.\Pl!l d"tei-minante en la pato9enia 

de la enfermedad. 

Se piensa que por lo menos dos con,;t i tuyenles de la 

micobacteriana int~rvi~n~n ~n l~ vlrul~ncia del 

pnt6c~no, lo~ ác.•ideis grasos y el ºfactor cc•YrJ~nn <dimicolatr" 

de ti-ealosal, sustancia que inhibe la migración de leucocitos 

y P.stim•Jla la formaci6n inici .. 1 rle lo~ ']ran•1lom;is, 
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La estructura y con5tituyentes de la pared de las 

micobacterias les permite ser fagocitadas, caer dentro de los 

fagosomas y eludir la a~ción en su contra por medio de una 

suslAncia ~la.r.n, rtUC" rodea a la-; ba~tearias y que s{..lo la 

hasta la membrana del fagosoma e impide la formación del 

fa9olisosoma, q11 1' ~ su v~z fa.cilit~ 1~ m1J\llplica.ri6n del 

bacilo sin la presencia de s•ntancias microbicidas. 

Se han e~tablecidc1 cios 1necanisw".."ls que inhiben la f1..tsi6n 

l isosoma-fagosoma; •ma es la s"creción por parte del bacilo 

ing~rido, L"'i? AMP cf~lico q111"1 ~slabiliza la m~mbra.na rJ!-?l 

llsosomai el otro mecanismo corresponde a los sulfátidos, quP 

inhiben la formación de fagoli sosomas. La replicación 

lrr~stricta 

la.
1 

muerte 

metahol i los 

de bacilos intra~elulares eventualmqnt~ causará 

cP.lular po;iblemente por 1<1 liberación de 

que daNan la membr<ina del fago 1 i sosom-3, 

permitiendo el escape de material proteo lit ico al citoplasma 

de la cl!lula hul!sped y de bacilos en espacios .~1v .. ol3.-.,s. 

L.:i patogenia do? l~ enfermedad empieza C'"Uaflrlo un~ 

microgota con baci loe;, '?Vade los mecanismos de remc:.ción y '!te 

instala en el alvéoln de un individuo qu~ no ha tenido 

contacto con el ~acilo. Esta primo infección ro.- vio al!rea 

no encuentra obstáculos por parte del huésped_. ya que los 

mecanismo~ de defensa in~sP8C{fi~o~ ti~n~n poca acción, y la 

inm•Jnidad humo.-al no participa efect ivam"!nte. 

Al hacer rnntacto con la~ ~structuras del alvéolo, el 

ba•:ilo es l"ápldam•rnte fagocitado POI" monocitos macr6f.1gos, 
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~in cmbar90, é'.t~s ne• 5on capaces cJe d~~trttir1~$, cte tal 

manera, que ele estas 

n¡1J} t ipl i•-.'3.Ción di? los bacilos, 

c4lulas 

h .. sta que 

sr inicia 

fina i'mente, 

la 

la 

cél11l., estalla y lil1era l.Jacili:1r ~1 ec;p;•u: . .-io .:¡}veolaY, adein.15 

"'"' pt•l'.'lftl lf"t n~ ('1.- rl.:-•<"1t'"é'c1.:¡ci fin 1 fll.IP At rAftn mac-róf .::\g(lc;. f\} Ve O) ares 

A es\e~ alturas dPl proceso ya pueden 

·~ .;n·var ~C' ::.19·.!0d~ c~:ira,...tf'rí~ticas r'e la ]1?0:.i611; e·µ inicia 

1 ~ f C?~ma~i""n mi croscóp j ca de un gr anul(111la l 1Jbercu 1 oide, doncti? 

Jo. J .... ~.ión ~' E:·ncL1rntt ~-:. infiltrada pc.1· m.:'crófagos ~ang1.1fn~o5 y 

alveolares, quedando ~n el centro los bacilos tuberculoso~ y 

Les m.1r;-róf '3'Jt:)S pl'?ri féricos 

c¿e i:1r')1niz'3:n en e~l1llas qigantes multinu~leadas d~nominar:tas 

de Lan~nd.ns; .o~i, ,,, guno'i haci loi; viajan en fagocitos hacia 

lcis 116d•Jl os l in r At i ("OS reg ic•na1 es, dond~ se desarro11 a una 

respue~ta lir~foproljferativa de la zona paracortical que 

comprende a los linfocitos T. Este prnceso depende dP. la 

m-::ignilud del i11~··~·ulc y, en general, 

d~as despt;.<s de J;¡ implantación cl<>l 

se presenta de 20 a 40 

bacilo. l.a f ormac i6n 

grmsulom;::.tc·~n 1r:1cc::! y la reacción 12.anglionar t·egionnl ~e 

di:onÍlroin.1 cc0 rnpl·?j1~ p·r·im.::irio d~ RankP., que puede res,,Jverse y 

llegcr con el tien:pc:- a la c.:ilcifica\.'ió.P, o bien diseminarse, 

dar lcu~~l i za~i•.:mies en i::u~lquier 6rqano o teJ ido en un 

v;irL-:ible (! a 57.) d~ los individuo~ 

pr-imoinf ccc·i é•n 1 e11 qu.;enes la lesión pulmonar progresa 

haci~ndCl~.:: evidente a la clinica y ;:,.l estudio radiológico de 

En niíl:1~ y en algunos adultos esta l~sión ruede ser 

1.:·l f'l•,to t' ...... f·~t"t irJa r1e diserni.naci6n linfohemat6gena, con 
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manifestaciones extrapulrnonares tan graves, como el caso de 

meningitis tuberculosa. 

Algunos de los linfocitos T, productos de la respuesta 

linfoproliferativa, con receptores para algdn anttgeno 

determinado, en este caso el bacilo tuberculoso, al entrar en 

contacto con 4ste desencadenan cambios morfológicos y 

' bioqufmicos que finalizan con la división celular de 

inmunoblastos. 

Algunas de estas c~lulas dejan al nódulo linfático y van 

hacia Pl conducto toráxico y de ah! a la circulación, son 

relativamente radiorresistentes y sensibles a los agentes 

micc'•tic·~s. pero no reciro::ulan hacia 105 ganglios linfáticos 

porque son de vida corta y desaparecen en pocos dlas. Lo 

importante de éstas c~luJas es que continuamente son 

estimuladas por el antígeno y en ellos racae la a~ción 

efectora de la inmunidad mediada por c4lulas, ya que ~stas 

tienen la capacidad de producir las linfocinas. Otra 

subpoblación de cdlulas de vida más prolongada, que no se 

dividPn, re~ircutan constantemente Y se comportan como una 

población de 1 infoci tos peq•Jelfos¡ ad.,más "e encuentran en 

móltiples partes del organismo y permanecen por lapso 

indefinido, incluso después de que los bacilos viables han 

sido totalmente eliminados. Estas c4lulas de "memoria•• son 

responsables de montar la respuesta inmune secundaria. A 

estas alturas de la infección, se han establecido la 

hipersensibilidad mediada por c'1lulas, que puede hacerse 

patente por medio del PPD en una prueba de MantouK, Su 
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positlvidad indica contacto previo con el bacilo tuberculoso 

(4, 11). 

l.S EPIDEMIOLOO!A 

La tuberculosis no está unifonnemente distribuida, se ha 

lleo:iado a redud r "n muchos paf ses desarrolladc•s, pero 

' resulta sP.r de gran importancia en paises en desarrollo. 

La morbilidad en Estados Unidos en 1830, era de 

aproximadamente 400 por 100 000 habitantes, en 1925 descendió 

a 80 por 100 000. Esto se atribuy" a Ja mejoría de las 

condiciones higiéni~~s p~Ysonale~ y gener1l~s. ~sí como a la 

mejoría en la dieta y recursos económicos. Dicho proceso se 

aceleró a partir de 1944 con el descubrimiento de ta 

estreptomicina y otros tuberculostáticos, de tal manera que 

para 1974, la mortalidad genen1l no superaba la cifra de 1.8 

por 100 000 habitantes. 

En México, la tuberculosis contióa siendo un problema de 

•alud po1bl ka. Ocupa el tercer lugar entre los d•.' mayor 

mortalirtad para Am4rica Latina. 

Para 1?75 adn fueron notificadas 10 964 muP.rtes por 

tubercule>sis, ceon una tasa de 10.2 por 100 000 habitantes, y 

se situó entre las 10 principales causas de <iefunci~•n. Las 

tasas más al tas se >?ncuentran en los estados de BaJ a 

California Norte y Sur, Coahui la, Colima, Chihuahua, Hidalgo, 

San Lul s Polos{, Sonora, Tamaulipas y Veracruz 111). 

En función de morbilidad, para 1971 se informa una tasa 

de 32 por 100 000 aunque por la falta rle ncolific<1ción se 

22 



que \~ ~x;stencia YPal dP. la enfermedad es 

apyo~< im.:td-i.menl\? lr-ec; Vl?t:'?5 c.up'1r ior a. l.;t t:on•:i•! i•1-'• 

~:e obtienen datos más reales si 5" analizan los 

dia1Jnósticos his~oPatológicos r"alizados en las diferentes 

series de autopsias, por lo m .. nos 'ºhospitales d.- \,J Clu1for1 

de 11éxir.•o. De •tn análisis"" 2 238 di"'Jnóst\co<; an'116toicos 

en 2 202 .\tJlQp"ii_.s qui! cubY~n t?l ctJrso •j•? 5 a«o~ del H1Jspit.:il 

Oenl!r"l d~ Nxia~..,, el d>? l1Jbt!Yc11losis •1 el •111e t:o•~upa. el 

c;~9Ltnc10 l1.1gaY C"(1n 80~ di.agn6 4 -t\coc:. Ct3.\'"I.), s61r• 'illper.'"\do por-

tumores 1nali9nos l6$0 r.asos con ?9.t'l..). V ocup.::inc1o lu'Jares 

infqrior~s: ~\rrog\~ h~pática, fiebre reuMática, amibiasis, 

aYti?rii:)P."iC\P.rosis, etc. (26). 

Dr.· la mi~ma fll·-:-nte se nlitieHf>n .:.·orno ~.ausas de mttcrte no 

diaqno-=iti1:.f.das cltni•:-=-imente, la tubil!\'"•!•llo-¡is df:!l SNC, con un 

pe>rc-o0ntaje tan ali.o como el 37Y., y cr•mo h1'11azgos de autopsia 

sin En:pr9c;ión c:lfni~a, a l.a tub>?rc1Jlo1Si1S intql5tin~l, en 11n 

36~ •• 

L. Corella y P. Sanz Yecabaron iriformrición del rnis110 

h•>~Pital correspondiente a un periodo de 11 affos· 0954-1966), 

y de 6 ~8:3 estudit:i-; J?!?il ~ f?ll l•:ili 'llJ>! a.p:1yqcen 7'22 

diagnósticos d'! tubercul•osis, con un porcent->J'! de t1Y. l23). 

F'·n·.':\ un peY ft•d.-. más urande·, de tr.>53 i1 1970, que incluye 

9 412 ~utop~i~~, 

porcentaje del 91'. 

Hespecto a la población infantil, las autopsias de\ 

Hospit~l G<?neral de 11•!>:ico revelan cifras de mort.,lidad ar.in 

más elevadas, d<?l orden del 15Y. C!t). 
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2. PARTE EXPERtMl:MT.'\L. 

rara la rc,;¡lÍZ'lCÍÓO cfel pl""efiente b'"abajC'I, S~ P<;r(H]iÓ 1 ~ 

Cuenca Ler.:hPra di:? Tizayuc~ Hgo., 1"'1 cual } }('Va un ,prograru-t 

bi~n e'it-'lbleeido p-:u·,1 ~1 •:-ontr•:·' d~ la t th1J'rí:11\i:1•;is; .\1 l f "•'? 

s11lei:-cionó a 1.Jn.J. r•1t~ dq ~st~bh,s ~n l.=t. c•J·ll ~'-! pr~-;entab:in 

vacas que dieron reacción stJi;per:hosa .11 rl1?rivado p'rr-·lefulc·::i 

p11rific.vl» bovino 1.PPOJ. 

[licho trab.njo ~.e dividió en llr1'i p ,~·tes: (1) o?coln···~L~.n 

de las m11estras de leche en la Cllenca rnencion~da y (2) 

prc•~i!c;..1mi~ntf) de l.ic; rn11~str~'i ·~fe·~tu.:idi:, ¿n l:?\ L-3.b•::ir.1b"'lri1:i rj .. ::; 

la Facult.:td de Medu•in~ 'Jet12rin;.1ri-"\ y 'l.:iolacnia. <UNAM\. 

2.1 MATERIAL. 

~I Material blol69i~o. 

Leche de vacas ... ::nn r~acción sospechc.sa al deriv.nrJo 

Pt"Ol-?ico purifi•:Old·J bo''Íli1) (¡:pry). 

bJ Mat~ri•l d~ Vidrio. 

- Matraces erlenmeyer de 1000, ~00 y 2~0 ml 

Pipetas 9raduadas de 10, S y ml 

- TtJbos i:on l ap1"tn d'.:' t~o~ · 1 de 1 .~. ~ '':/\ y 1 ~.:¡ ~ 1. oo r,,., 

- Embudos de vidrio gr,;:¡ncfes 

- C"Jas Petri 

- Portao:>bjE!los 

- Plp~tas P .. steur 

- Vasos de precipit•1dos dP -.50 ml 

FY-!\S•':'i:is ~''" t-3po')n fj~ rosi::-a 
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e:) Equipo 

Agitador mecánico 

Centrifuga con cabezal giratorio 

Kicroscopio de fluorescencia 

- Ollas de presión 

Incubadora 

Licuadora con vaso de metal 

- Balanza granataria y analítica 

Mecheros de Bunsen 

- MeMbranas Mi 11 ipore de O. 45 y O. 25 J4m 
- Gradillas 

d) Medios de cultivo 

Medio de LOwenste\n-Jensen 

Medio de Stonebrink 

- Medio de Stonebrink-Lesslie 

Ma"OC•~nkey sin cristal violeta 

-Caldo Dubos 

2. 2" Metodología 

a) Toma de muestra 

El ndmero de vaca!' e~tudiadas fw! de 47, las cuales 

dieron sospechosa la prueba al derivado proteico puro bovino 

lPPD>. Inicialmente se teni .. programado tom"r 3 muestras· de 

leche por anim"l en dias alternados1 sin e1nbargo, no fué 
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posible y sólo en 34 animales •e obtuvieron l•s tres 

muestra•, en e se obtuvieron dos y en 5 ónicamente S<' obtuvo 

una. El total de muestras analizadas fué de 123, 

La forma en que se procedió a hacer la loma de muestr~ 

fué1 ( 1) se lavó con a·~ua la ubre y después se desinfectó con 

yodo y/o alcohol et!lico al 701. y (2l se colectaron los 

primeros chorros de leche a Partir de los cuatro cuartos para· 

ra•mir un volumen ap.i:-o>eimado de 50 ml por animal. 

se hacia esta colección-ya que las vacas se encontraban en 

diferentes establos de la Cl1enca- los frascos de leche se 

marcaron para su identificaci6n y se mant1Jvier-on en hielo 

para evitar el desarrollo de bacterias. Posteriormente se 

trasladaron al laboratorio y alli se mantuvieron a -70 grados 

centigrados hasta que se procesaron. 

bl Aislamiento 

Los frascos se etiquetaron de la siguiente manera: con 

un ndmero en orden progresivo del 1 al 47, especificando si 

era rrimera, segunda o tercera •uestra. 

La técnica para el procesamiento de muestras fué el 

de~crito por Chapman y col (S) y consistió en lo siguiente: a 

100 ml de leche se le adicionó un volumen igual de fosfato 

tris~dico al lOX y 5 ml de cloruro de benzalconio 1:1,000. 

Esta mezcla se agitó Mec6nicamente durante una hora 

y posterior~nte se centrifugó a 3 000 g durante 30 min. Con 

el sobrenadante se selllbr6 en los medios de LOwensteln-Jen•en, 
1 
Ston~Brink y Stonebrlnk-Lesslie, el sedimento se lavó con 

solución salina estfril centrifug•ndo nuevamente a 3 000 g/30 

min, y una vez hecho esto se sembró el sedimento en tubos con 
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los medios mencionados antes. Todos los tubos se incubaron a 

37 9rados centi9rados en una estufa con atmósfera del 5% de 

C02, deJ4ndolos acostados las primera~ 24 horas. Se hicieron 

observaciones macroscópicas semanales con el fin de detectar 

el desarrollo de colonias, hasta completar el periodo de 12 

semanas de i ncubac ió".1.-

' En cuanto apareció ~recimiento se realizaron frotis que 

se tifferon por las t~cnicas de Ziehl-Neelsen y fluorescencia, 

las colonias que resultaron positivas en las tinciones se 

resembraron en el medio de donde ori9inalmente se habían 

aislado con el fin de tener colonias recientes, puesto que 

existe dehidratación: una vez hecha la resiembra se llevó a 

cabo la identificación bioqufmica. 

c) Identificación. 

La identificación de las micob'acterias se efectuó con 

base en las siguientes propiedades: (1) tiempo de 

crecimiento, (2) producción de Pi9mento y morfolo9fa de las 

colonias [1as colonias blancas, cremas o color ante se 

cnnsideran no cra.ógeneas -Ne- y las colonias amarillo limón, 

naranjas o roJas se describen como pigmentadas o cromógeneas 

-C-J la coloración intermedia de las colonias tal como rosa o 

amarillo pálido se consideran como no cromógeneas. Las 

cnlonias se describen usualmente conio rugosas CR>, Lisas <L>, 

conve>cas CC>c). Con ayuda de un microscopio esleroscópico se 

puede' obs<?rv<>r el borde de las "olonias, borde liso 181) o 

borde irregular caol y (3) propiedades bioqufmica51 para 

27 



cuya realización se empleó el m~todo de•crito por Vestal y 

Tsukam•n·a (35, 36) • 

I,.as pruebas bioquímicas realizadas para la 

identificación de las mirobact~rlas fuwron las siguiente&: 

Reducción de nitratos, c-atalasa ltemrerat11ra ambiente, 

se•icuantltativa), hfdrólisis del tween BO, reducción de 

tel••rit'l, creci•iento en NaCl 5'1.., aril sulfatasa la los 3 y 5 

dfilsl. crecimiento 'I,!' agar- l'lacConkey, detección de ur-P.ilSa, 

plrazinamidasa y asimilación dP. hler-r-o. 
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1\) 
\O 

f:l, 

M· 
1:1. 

f:l, 

M· 
1:1· 

s:: Catalasa 
Aril t' '° iª 

..... s:: !! 1 o u '° ..... ,:!j fil Sulfatasa Especie .. • .... o 
~· ! ..§o .. ... o u ... i ,:!j 

"' ........ u .. 
.~ i1 l~ :~~ :~:i! .. a,.. ::l ... 

i ~ 3d 2s ., ..... ., 'd ... ..... 
j ~~ 5.~ ... ., ..... .. ..... 

~ ~ ::> <.e: .:o:: s:: :E 
l.!.(~,) 

fl QJl&:SCeDS + + + 45 5-10 - + - -/4+ -
ch1:l12n11s; + - - + 45 - V ·' V + + + 

SDIC:Kmati 5 + + + + 45 5 + + - + -
¡iliW + + + + 45 5 + + - -/3+ -
~ + + + + 45 5 V + - 3+ -
llªIafortuj, tum + + + 7 + + 

v • variable 
/ ª variabilidad que presenta la cepa (-/4+) de negativa a positiva, por ejemplo. 

Cuadro de las pruebas características de micobacterias de crecimiento rápido. 

41 

:ñ 
N 

!! . ... ,,. 

+ 

-
+ 

+ 

+ 

+ 



3. RESULTADOS 

De las muestras de 'leche de 47 vacas estudiadas 10 

resultaron positivas para micobacterlas, lo que corresponde ·" 

un 38.3X. 

De las 123 Muestras de leche estudiadas, 23 fueron 

positivas para •icobacterias, que corresponden al 18.77. 

(Or,fica y 2>. 

En todos los casos las micobacterias aisladas 

correspondieron al grupo de micobacterias diferentes del 

bacilo tuberculoso <HDBT>, esto se estableci6 en base a que 

todas fuPron de crecimiento rápido y con producción variable 

de pigmento (cuadro I>. 

Las cepas aisladas e identificadas fueron: tl.... smegmatls, 

!:L.. parafortyitum, t1.. flayescen§. !!.... chelonae. !!.... eh1JLi. ~ 11... 

vacar (cuadro 2J, observ4ndose adem4s que la especie 

identificada mas frecuentemente fué 

p.::irafoYtyi tum, y las menos frecuentes !:L.. 

!!.... chelon~e (gráfica 31. 

el compleJ o !L. 

V·'lcae, !!.... e.!J.ltl.... X. 

Se obtuvo un solo caso (29/1, 2, 3) en que se aisló Pl 

mismo microorganismo <!:L.. parafortn!tum> de las 3 muestras 

estudiadas. En dos casos ( 14/2, 14/3, y 30/2, 30/3) se 

aislaron dos especies distintas a partir de 2 muestras de 

leche diferentes de la •isllMl vaca, que fueron !1,_ smegm,t!s ~ 

!:L.. P!Jra{ortuityl! en 1 caso y en al otro ~ ~ !!.... 

parafortuitum respectivamente. En los dem4s se aisló sólo 

una especie (cuadro 3). 

De acuerdo a los medios de cultivo empleados, se observó 

que el meJor para el aislamiento primario de las 
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micohacterias fué el Stonebrink-Lesslie, dado que en los 

"tros dc1~ medios utilizados se presentó una alta 

contami nac Ión por hongos f ilamenlosos principalmente. 

No se reportan los resultados de la prueba con DPP de 

las vacas porqOJe no se Yealizó especfficamente en este 

trabaJo, sino dentYo del PYo<;1rama del CompleJo Agropec1Jario 

Industrial de Tizayuca Hgo., en éste se sef'lala hacer l'a 

prueba inh'adér•ica con DPP para el diagnóstico de la 

tuberculosis cada tres meses. 
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GRAFICA l. 
AISLA!lilENTO DE MICOBACTERÚS EN 47. VACAS 

" AISLAMIENTO 

rn AISLAMIENTOS (+) 38% 

;;;; AISLAMIENTOS (-) 62% 
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GRAFICA 2, 

AISLAMIENTO RN 123 MUESTRAS DE MICOBACTERIAS. 
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'!- AISLAMIENTO 

m AISLAMIENTO (+) 191' 

;; AISLAMIENTO. (-) 81'!-



MUESTRA ll=ru DE CR.1i1,;u11ENTO CARACTERISTICAS DE LA COLONIA (dias) 

212 3 - 5 NC R Bi 
3/1 3 - 5 C L ex 

10/1 3 - 5 Ne L v muv densa 
14/3 3 - 5 e ex Bl 
14 l '!! 3 - 5 NC R Bi 
15/1 3 - 5 Ne R Bi 
16/2 3 - 5 NC R Bi 
17/2 . ~ - 5 e L ex 
23/3 3 - 5 e ex Bl 
24/1 3 - 5 C L Cx 
29/1 3 - 5 e L ex 
29/2 3 - 5 e ex Bl 
29/3 3 - 5 C L Cx cree. abundante 
29/4 3 - 5 C L ex 
30/2 3 - 5 C L exaoerada nroduc. oiomento 
30/3 3 - 5 e ex Bl 
31/3 3 - 5 e L ex 
33/2 3 - 5 C R 
36/2 3 - 5 NC R Cx 
40/3 3 - 5 e L ex 
4111 3 - 5 e L Cx 

1 

45/3 3 - 5 C L Cx 
4712 3 - 5 C L Cx 

CUADRO l. Cepas de Mycobacteria aisladas de las muestras de leche. 

ler. nGrn • No. de cepa 
2do. núm • No. de nuestra 

(primera 
segunda o 
tercera). 

e • eran6gena 
NC • No cr0m6gena 
L • Lisa 
R • Rugosa 

Cx • Convexa. 
Bl • Borde liso 
Bi • Borde regular 



-· 
ESPECIE IDENTIFICADA NUMERO DE PORCENTAJE AISLAMIENTOS 

M,. ul!Iafortuitum 1 3 56.5\ 

M· ~m~am11i~ 5 21. 7\ 
' 

.1:1, fli~~~~gn~ 2 8.7\ 

!!.· s;l!!llDDl!!l 1 4. 3' 

li· ~ 1 4.3, 

li· llhW 1 4. 3' 

23 !1!1. IU 

CUADRO 2. Especie~ de micobacterias identificadas. 



Aril
Sulfatasa 

3d, Zs. 

Catalasa 

2 '2 • + + 3+ • + + ,M. smegDBtiS 
1-.~r-i--¡i---_:---~.-r-•+--t-~+--ii--•+--r-:::.--r---r---t---r---t--:+:;:--r---1.M,. f1avescens 
ll'i - - + - - - + M.~ 

1..,;~ . .-.i--11---_--_-r-•• --+-7+--11----+--.--+---+---t-+.,---t---t-• .,---1----1~. oaraiortuitum 

¡;l~Ll~·T-J--l'---·--+-+-~+--+-.,-+--ll------+....,.+--+---+---+---1----+-+,_..-+---i/:!.' smegDl!!t~S 
15 'l - - + + - + + H. ~ 
"11~,~,.;;-¿--11---.---,.-t-~+--+-7+--11---_--+-,-+--+---+---t---1----t-• .,---t----tM. ~ 

1;1~•1~·r-t--1--------+-~+--t--+--¡¡--~---r-:::---r---r~·-z.,...6d-t_~---r---r-~·:;:--;-7!!"45~nm~l:1· flayescen~ 
1;¿;:;<,~1·.,_~--1-------+--+--+-----11------+----+---+~·-º?-Tª-+-----+---+--•,....-+..._.4~~nm~.M. parafortvit¡¡n 
1 ;z~1.r-R11_+--~---:::--t-.+--+-~---11--~·--t-:::"--t--+-•-.:;.::.oa-t--:r--+--t-~+:;:--t..:.::.4~~nm~H· patafortµitup 
¡;"r;n';r-i--1:--------+-.+:---t-~-_,i--~---r-:::---r---r---t--:+:;:--r---t--:+:;:--;----1!:1· P8tafortuitio 
¡;¿~''n''.-•--11--------+-~+--t--+--11------+----+---+---t-+--1----t:--+:;:--;----¡H· patafort!Jitup 
H/ .l • • + • • • + l:f, JWrafortuitup 
1.;:n,i-.--11-~---=--t-•+--:-t:-~.--11--~.--t-:::.--t--+-.,--+-~--+--t-~+r-t---t.1:1. patafortuitl.11 
3 ·, - + + + - + + 4a + ~a - - + 4~ mn H. Ylll:IA 
l;o?n,T-.i--11-------+-~+--+--.--11---_--+-_--+-,-+~or.i-at-_....:;.::;....+----+--+-~+.,---+~4~~nm::-tH. patafort!Jihp 

1;.i;.;;<.,t;;;-.i--11--------+-~+_. --+--,.•--11------+----+---+.,-,.....-+-.,-----+---+--•.,.--+..,..-==:--t 1:1· parafortuityn 
~ /l - + + + - - + oa + + 45 mn Ji. i;lbüi 

1 ;3;.:;t.,¡r;;;-z--11---.--+-+-~+--+-.,.+--11---_--+-,+--+---+--=:.-+--....,1----+-+,---+-'-"--=-i.l:f., smeill"tis 
li.m,,T-J--ll--~.--:.--:+-•+--:-+-~+--ll--~.--+-:::.--t--+•+:--=6d-+-~--+--t-~+:L"-t~45~nm=-1M. parafgrtuitum 
41 l - + + - + - + - + 45 nm M· parafortyitup 

1,·4;.;;<.,5,..;...3--11---_--_-+-~+--+-.,-+--11---.--+-.--+---+-~+-~140.-1----11----+-+,---+-TY-4~~11111~!:!. parafortyittp 
141 ¿ - - + + - - + 6d - + 45 11111 M narafortµitup 

\\.No, de nuestra (primera, segunda o tercera). 

No. de cepa. 

QIADRO 3. Resultados tle las pruebas bioqubnicas realizadás para la identificaci6n de las micobacterias. 



GRAPICA 3, 

ESPECIES DE MICOBACTERIAS IDENTIFICADAS 

,C DB AISLAMIENTO 

m !· parafortuitum 

smegmatia 

naveaoene 

lSJ .!• · oheloaae 



4. DISCIJSION. 

Tomando en cuenta que de 123 muestras 22. Yesultan 

po~it ivas 

poycentaje 

paya micobacteYias (10.7%), 

de muestYas contaminado 

se puede decir' que et 

con el micl"OOl"9anismo 

menci1Jn.1do efi elevado, comparado con lo de1Jcrit1:, por otros 

autoYes (5, 0). Hás aón si se consideya el ndmero de vacas 

estudiado, 

111uestyas de 

pues yesulta preocupante que 

leche de las vacas estudiadas 

18 de las 47 

yesul lado 

positivas. 

De acuerdo con los yesultados obte11ldos, se puede 

observar que no en todas las 111uestyas seriad~s colP.ctadas de 

una sola vaca se aisló la misma esp<'cie de mlcobacteria11, lo 

que sugiere que las identificadas pudieran forfllar parte de la 

flora transitoria de la ubye o bien ser flora del me~io 

ambiente que contaminó la muestYa al momento de colectarla. 

Esto puede apoyayse por" el hecho de que en dos casos, en 

muestr~• diferentes de la misma vaca, se aislaron distinta~ 

especies de micobacterias. De haberse podido tom,.,. las 3 

muestras P•'r animal, se podrian aclarar meJor las 

de que los animales estuvieran o no inf~ctados 

•icobacterias y, por tanto, sensibilizados. 

sospechas 

por la.a 

Respecto a la contaminación de la muestra •n el lllO .. nto 

de colectarla si es de consideración, ya que dicha toma no 

siempre f•J~ posible que la realizara una persona entntnada, 

sino que muchas veces fueron tomadas por los ordelladoYes, que 

probablem~nte no tomaron en· cuenta las medidas de 

desinfección a pesar de que se les indicó, refleJándose esto 

en el crecimiento de hongos filamentosos, levaduyas y 
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bacterias en los medios menos selectivos como son el 

L~wenstein-Jensen y Stonebrink. Las' cepas aisladas se 

obtuvieron en el medio de Stonebrink-Lesslie que además de 

tener ciclohexi•ida y verde de malaquita como inhibidores, 

contiene cristal violeta. Aquf se observa la ventaja de 

haber se11brado en los tres medios cada muestra. Aunque es 

posible que 

creci11iento 

micobacterias • 

esta contami~ación pudo haber enmascarado el 

.de tt.. ~. tt.. tub.,rc1Jlosh u otras 

Porque de hecho, estas 11icobacterias si 

. crecen en los otros medios, como se comprobó cuando se 

practicaron las pruebas bioquímicas, ya que algunas se 

realizaron en medio de L~enstein y se observó crecimiento. 

Para la identif iación de las 11icobacterias, despuás de 

hacer la observación macroscópica de las colonias, se 

realizaron dos frotis: Ull'O para tlnción de Zlehl-Neelsen y 

otro esto tuvo dos ventajas, la 

fluorescencia para saber que en realidad se trataba de una 

11icobacteria y la tinción de Ziehl-Neelsen pera ver al bacilo 

ácido alcohol resistente y si se encontraba pura la cepa. Si 

se realizara sólo la tinción de Ziehl-Neelsen se podrfa 

confundir una micobacteria con una corinebacteria o con 

Nocardia. 

Además, cabe hacer notar que Francisco Soto (30) aisló 

ónica11ente !:!... vacae l!. H... ebl.!U. a partir de leche de ani11ales 

PPD negativos de la 11is11.a cuenca¡ lo que SIJgiere que algunas 

de estas especies aisladas en el presente trabajo pudieran 

interferir con las pruebas intradár11icas aón cuando sean 

contaminación del medio ambiente y fueran flora transitoria 
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de la glándula mamaria, Lo anterior se confirma por el 

aislamiento de !1... earafortuitul!!. ~ !:!.... flilvescens a partir de 

diferentes ganglios linfáticos de bovinos PPD sospechosos en 

la misma cuenca t16), 

Se podrá v~r en la tabla de los resultados de las 

pruebas bioqul•icas para el microorganismo identificado como 

11... parafortuitym, que no se presenta el mismo comportamiento 

bioquímico que los demás. Para este caso se tomó el criterio 

segón Tsukamura t31> todas las micobacterias de ·crecimiento 

rápidp y cromógenas, agruparlas en el complejo 

parafortuitum. 

Por 61 timo, se mencionará que el bloque de pruebas 

bioquímicas usado para la identificación de las micobacterias 

aisladas si facilitó su identificación, sólo en el caso de la 

identificación de !1... parafortuitum no fué asl. Estas 

pruebas, además, ofrecen la ventaJa de que proporcionan 

,suficiente precisión de los resultados, 

laboriosas de realizar. 
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5. CONCLUSIONES 

- Algunas de las especies de micobacterias diferentes del 

bacilo tuberculoso tienen amplia rlistrib11ción en la c11en°:a 

lechera de Tizayuca, Hqo., l38.3'Y.>. 

Las micobacterias diferentes del bacilo tuberculoso tienen 

una amplia distrib1Jcid';' en el medio ambiente, lo cual 

favorece la .infección de los ani•ales l38.3'Y.) y el hombre. 

El medio de Stonebrink-Lesslie, comparado con los de 

LoOenstein-Jensen y Stonebrink fué el meJor para el 

aislamiento de las micobacterias. 

Algunas micobacterias diferentes del bacilo tuberculoso es 

probable que estén en las p'!"uebas 

intradérmicas para el diagnóstico de la tuberculosis. 

Tomando en cuenta los resultados, obtenidos se podr{a decir 

que no es reco~endable la ingestión de la leche sin 

pasteurizar o hervir, debido al tipo de mic..-oo..-ganlsmo que 

se transmite a través de ella. 
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ANE'XO 1 

HEDtO OE LOWENSTEtN-JENSEN 

Fosfato Honopot4sico anh. <PO H Kl 
4 2 

SUlfalo de Magnesio <SO Hg.7H 0) 
4 2 

L-asparagina 

Olkerina 

Agua des ti lnda 

Huevos enteros 

Verde de Malaquita al 21. 

Preparar y esterilizar: 

2.4 g 

0.24 g 

0.6 g 

3.6 g 

12.0 ml 

600.0 ml 

1000.0 1111 

20.0 m\ 

- Un frasco fraccionador de 2 litros, provisto de caffo. de 

goma o látex, pinza de Mohr y accesorio en forma de campana 

para VPrter. De ser posible debe contPner tambi4n una 

Un embudo grande con dos capas de gasa. Sujete la gasa con 

lela adh .. siva al borde del embudo para que no se mueva. 

Doble un trozo de lela de algodón o lino sobre el embudo 

forrado con la gasa para protegerlo de la conla~inación 

ambiental. Envuelva en papel para eslerÚización. 

Probeta graduada de l litro. 

- Frasco de licuadora o mezcladora, con lapa. De no 

poseerla, se preparará en su lugar un matraz de 2 litros de 
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capacidad con trozos de vidrio en ~u interior a fin de 

homogenizar los huevos con agitación manual. 

- Tubos con tapón de rosca, en cantidad suficiente. 

ltetodoloo¡fa. 

Disolver las tres primeras sales Y la asparagina en 200 

ml de agua destilada. Calentar en bano Maria hasta disolución 

de la asparagina. 

Pasar a un frasco de 2 litros de capacidad, agregar el 

agua destilada hasta coMPletar 600 ml y 12 mi de glicerina. 

Esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 121 grados 

centigrados, enfriar a temperatura ambiente. 

los huevos deben de ser frescos, se limpian con agua 

tibia y detergente, se enJua~an con agua corriente y se dejan 

secar. Luego se sumergen en alcohol etllico 70 Y. durante 15 

minutos, Se van roMPiendo los huevos, uno a •Jno, en el borde 

de la probeta estéril de un litro, y vaciando en ella su 

contenido, de alll se trasvasan al fra~co de la licuadora, 

donde SE' mezclan cuidando de causar exceso de burbujas. Los 

huevos ya holll09enelzados se vaclan en el matraz donde ya está 

la solución de sales, asparagina y gllc~rol, y se agrega la 

solución de verde de malaquita. 

Se filtra en el embudo estéril forrado con 9asa y se 

recibe el filtrado en el frasco fraccionador, cuidando de 

cerrar con pinza de Mohr el caNo de goma de salida. 

Distribuir el medio utilizando la campana y la pinza de 

Hohr, trabajar en forma est4ril. [listrib11ir el medio en 

cantidades dP 9 ml en tubos est4ri\e~ de 20 X 1?5 mm con 

43 



tapón de rosca o 7 ml en tubos de 17 X 170 o 18 x 180. 

Coa9ular, dejando los tubos inclinados durante 40 minutos a 

SO 9rados centi9rados. 

Terminada la coagulación los tubos se dejan enfriar y 

luego se incuban a 37 grados centigrados durante 24-48 horas 

para controlar su esterilidad y eliminar el a9ua 

condensación. 

MEDIO PE STONEBRINK-LESSLIE 

Ingredientes lmezcla salina> 

Fosfa.to monopot4sico lPO H K> 
4 2 

Pir•JVato dq sodio 

Agua destilada 

Fosfato disódico lPO HNa 2H O> cbp 
4 2 2 

Mezcla de huevo-huevo total 

Mezcla para la coloración 

Cristal violeta 

. Verde rnalaqui ta 

Agua des ti Jada 

Ciclo heximida 

2.5 g 

6.25 9 

375.0 ml 

pH6.5 

1000.0 mi 

125 mg 

1000 mg 

125 ml 

0.75 g 

de 

La5 mezclas salinas y de coloración se esterilizan en 

autoclave durante 20 minuto5 a 120 grados cf!ntigrados. 

Las tres mezclas se agitan y se filtran a través de gasa 

e•téril. La mezcla final se distribuye en cantidad de 4-6 ml 

en tubos con tapón de rosca de 26 X 125 min, el medio se 

coagula en posición inclinada a 80 grado• centigrados durante 

30 minutos. El color del medio es azul intenso. 

44 



l'IEDJO DE STONEBRINK 

Es igual qu• el ..,dio de StoneBrink-Lesslie solo que 

fste no lleva cristal viol~ta. 
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ANEXO 2 

Pr•Jebas b ioq•Jirnlcas. 

RP.ducción de nitratos. 

Las micobacterias que contien ni to-ato-recluct asa, t iP.nen 

la capacidad de reducir el nitrato en nitritos o en nitrógeno 

libre. La reacción~qulmica es: 

NO - + 2e + H --------~ NO + H O. 
3 2 2 2 

~a presencia de nitrito en el medio se detecta aNadiendo 

sulfanilamin" y alh-naftilelilendiamina o?n un pH 4<:ido. Si 

hay nitritos se forma un colorante rojo de diazonio. 

Se po-ueban los cultivos micobacterianos 3 o 4 semanas 

desp11és de que aparecen colonias visibles. Entre las 

micobacterias de significado clinico, !:L.. tuberculosis. !:L.. 

kansasii ~!:L.. ~son nitrato positivas. Otras que son 

,·positivas incluyen a !:L.. flavescens. a especies comunmente 

saProfiticas no fotocromógenas y especiP.s de crecimiento 

rápido. 

Reactivos 

Se preparan 3 soluciones 

No. t. llna sol•Jción de HCl concentrado diluido 1:2 con agua 

destilada. 

No. 2. Disolveo- 0.2 g de sulfanilamina en 100 ml ele agua 

destilad.;i. 

No. 3. Disolver 0.1 g de n-naftiletilendiamina 

dihldroclórica en 100 ml d" a911a destilada. 
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Proteger estos reactivos de la luz y mantenerlos en 

refrigeración. 

Control•s• 

Neg•tivo: sustrato no inocul•do. 

Positlvo1 sustrato inoculado con ti.... lubPrcul91i1 

Pl"ocedi•ienlo. 

Se to•a un• asada del cultivo a investigar y se suspende en 

3 o 4 golas de ag•Ja destilada estéril. 

- Se agregan 2 •l de NaNO • 
3 

Se agita e incuba a 37 grados centigrados durante 2 horas. 

- Agregar a •:ada tubo una gola del reactivo No.!, agitar. 

- Adicionar a cada tubo 2 gotas del reactivo No. 2. 

- Adicionar a cada tubo 2 gotas del reactivo No. 3. 

Result•dos 

- Si hay desarrollo de color, la prueba es positiva. Este 

desarrollo de color puede variar de rosa a roJo intenso. 

Si no ocurr• calllbio de color, confirmar resultados 

agregando una pequena cantidad de polvo de zinc. 

Si hay desarrollo d• color después de agregar •I zinc, se 

confirma que hay un cambio de color y el re~ultado fu~ 

negativo. 

Si nn ocurre cambio de color despu.is de agregar zinc, la 

reacción fu~ positiva. 
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Catalasa. 

Los microorganismos que producen la enzima catalasa, 

tienen la capacidad de descomponer el peróxido de hidrógeno 

en agua y oxigeno libre. 

2 H O 
2 2 

----------"> 2 H O 
2 

+ o 
2 

Virtualmente todas l•s m!cobacterias, excepto ciertas 

mutantes i•oniazida-res!stentes de !:!... tubergulosis ~ !:!... 

~ po•een enzima catalasa. 

Ciertas especies de micobacterias pierden la actividad 

catalásica cuando se 5Uspenden en amort !g•Jador a pH 7 y se 

calientan a 68 grados centigrados1 éstas incluyen a t:!.. 

tybergulosh, !:!... 1:1.ret.i.L.. !:!... !IA1ix:.L.. alguna5 cepas de !:!... 

m.m:.1.tlll!! y el complejo l:!... av!um. 

Reactivo5, 

Peróxido de hidrógeno al 30X, mantener en refrigeración. 

Tween 80 al lOX prpeparado como sigue: mezclar 10 ml de 

tween SO con 90 ml de agua de5t! la.da. Es ter! 1! zar en 

autoclave durante 10 minutos a 121 grados centlgrados. 

Mantener en refrigeración, 

Inmediatamente antes de realizar la prueba, mezclar iguales 

partes de tween y peróxido (se emplean aproximadamente de 

0.5 a 1.0 ml de la mezcla para cada cultivo a probar). 

Controles. 

Negativo medio no inoculado 

Positivo me~!o inoculado con ti.... fortultum, 
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Procedimiento. 

A teniperatura ambiente, agregar 1 o 2 gotas de la 

peróxido-tween a los cultivos sobre una placa. Observar la 

formación de burbujas. Esto puede requerir 5 minutos. 

Resultados. 

Positivo (rápido> = in..,diatamente se forman burbujas. 

Positivo (lento> • lenta111ente se forman las burbujas. 

Negativo = No hay formación de burbujas. 

Procedimiento de la prueba de catalasa semicuantitativa. 

- Preparar tubos especiales para colocar 5 ml de medio de 

L~wenstein, con tapón de rosca y estériles. 

- Inclinarlos en un bafto a 85 grados centigrados por 50 

minutos para solidificar -el medio. 

Inocular la sup•rficie del medio con 0.1 ml de una 

suspensión de microorg'lnismos o estriar una pequefta asada 

del cultivo a probar. 

Incubar a 37 grados centigrados con el tapón del tubo no 

muy apretado, por dos semanas. 

Después de las dos semanas de incubación, agregar 1.0 mi de 

la mezcla tween-peróxido. 

- Medir en mm el nivel de la columna de burbujas que se 

alcanza sobre la superficie del medio. 

Resul lados. 

Positivo débil <<45) la columna de burbujas es menor de 45 

mm. 
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f'osi t ivo fuer! e (}45) = la columna de burbujas e.:; mayor de 45 

mm. 

Negativo = no hay form.•ción de burbujas, 

Hidrólisis del tween 80. 

Ciertas micobacterias poseen una lipasa que desdobla el 

lween 80 (monooleato de polioxietllen sorbilol> en ácido 

oleico y sorbi lol polioxieti lado, con m•,di ficación en las 

caracterfstica5 ópticas de la 5olución que pasa del color 

amarillo pajizo (producido cuando la luz alravie5a la 

soluc.ión de tween 80 intacta> al rosado. El cambio de color 

en el indicador no se debe a un cambio en el pH, ya que al 

ácido formado lo neutraliza la so\•1ción amortiguadora 

utiliz4da. El cambio de color indic"I l" hidr<'.lisis o 

degradación del tween 80. 

Esta prueba separa las escot~~romdg~nas y no 

fotocromógenas, de significado clínico, de las saprofiticas 

, comunmenl~ Yf?pYesentativas de '!sle grupo. También es una 

excelente prueba confirmativa para lj._ kan5asii. 

Su5lrato. 

- Combinar: 100 ml de amortiguador de fosfatos M/15. 

0.5 ml de tween 80 

2.0 ml de solución acuosa patrón de roJo neutro 

al 0.1 7. 

Vaciar en tubos de 16 X 125 rnm cantidades de 2 ml. 

- Esleriliz;ir en autoclave 10 minutos a 121 grados 

centigrados. Esto puede dar un liquido color ámbar después 
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de la esterilizada. 

Este sustrato puede guardarse en la oscuridad y en 

refrigqr~~ión por 2 .semanas. 

Controles a 

Negativo sustrato no inoculado. 

Positivo = sustrato inoculado con ~ kansasii 

Procedi•iento •. 

- Vaciar en tubos el sustrato de tween 90 correspondientes al 

ndmero de cepas a probar. 

- Inocular con una asada del cultivo, al sustrato. Inocular 

el control positivo. 

Incubar a 37 gradas centigr~dos. 

Resul lados. 

- Observar el cambio de color del liquido de ámbar a rosa o 

rojo. No agitar el tubo para hacer la lectura. Una prueba 

positiva ocurre cuando el liquido, no las células, torna a 

yosa o rojo. 

- Leer A las 24 horas, reportar y descartarlo como positivo. 

- Leer a los 5 dlas, y descartar como positivo. 

- Leer de 10-12 dlas. R<'portar el resultado final y 

~escartar los demás tubos. 

Reducción de telurito. 

Las células micobacterianas reducen las sales de 

telurito a teluro metálico, éste actda como un aceptar 

artificial de electrones y se reduce a teluro metálico de 

color negra. 
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Los cultivos de crecimiento lento no fotocromógenos <!1.. 

avium-intrac~ll•1lar@) son positivos a los tres. días, otros no 

fotocromrlgenos comunmente sc>n negativos a los tres dfas. 

Reactivo. 

Telurito ele potasio al o. 2'X.. 

- Disolver 0.1 g de telurilo de potasio en SO ml de ~gua 

destilada. 

- VaciaY f!n tubos en cantidad de 2 ml. 

Esterillz~r en autoclave 10 min. 

- Conservar en refrigeración. 

Negativo medio no inoculado 

Positivo = medio inoculado con 11... avlum 

Procedi11iento. 

- Inocular el medio liquido con un<1 asada del <"ultivo. 

Incuba.- a 37 grados centigrado~ 7 días. Si el medio se ve 

muy 

medio 

lu.-bio 

está 

no prolongar el tiempo de incubación. Si 

un poco turbio y se sospecha del complejo 

W1!m repetir la prueba con un subcullivo fresco. 

el 

!1.. 

Con pipeta Pasteur agregar 2 gota< de la solución de 

telurito a cada tubo. Descartar la ~olución de telurito no 

utilizada. 

Reipcubar a 37 grados cenligr<1dos. 

- Al terc"r dia, ¡.,.,,. los ,..,~•JI tados. No agi lar el tubo. 
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Resultado5. 

Positivo precipitado blanco metálico de teluro. 

Negativo =no se forma el precipitarlo. 

Crecimiento en NaCl al 5Y.. 

Los microorganis111os tienen la capac-idad de dPsarrollar 

en medios con alta concentración de sal. 

Esta es una prueba p.,ra confirmar crecimiento rápido y 

crecimiento lento, 11.... triviale, !1.... flave5cen5 algunas veces 

crecen en NaCl. 

Medio. 

Medio inclinado de L6wenstein-Jensen con 5Y. de NaCl. 

Medio de L.6w .. nstein-Jensen sin NaCl. 

Hacer una suspensión de microorganismos con agua destilada 

o solución salina estéril. 

Procedimiento. 

Inocular el medio con NaCl al 5Y. y el medio sin NaCl 

Cc..,ntroll con 0.1 ml del inc.'oculo. 

- Incubar a 37 grados cent !grados. 

Leer dr.spués de que se presente el crecimiento. 

- Lr•s cultivos pueden descartarse después de 4 semanas de 

incubación. 

Resultados. 

Positivo = crecimiento en el medio con NaCl y crecimiento en 

'!l medio ~o.ntrol. 

Negativo = no crece en el 111edio con NaCl pero si en el medio 

cont.-ol. 



Ari 1 S•Jlf'll-lsa. 

L.a aril sulfatasa es una en7ima que lihe1·;, feroolfl:ilefna 

por dP.<;dobl .. rni .. nto dP. la sal tripotásica dP.I dis11lf;ito de 

fPn"l ft.alefn~ •'.1•11? 41e incorp,.,ra ~l ,:¡gat· á'"'id" ()lf-!f~l'.l; 1.i 

pruP.b·• se real iza .1fl."fi"ndo 1Jna peq1Jefta c .. ntid.~d de un;¡ 

<iol11c Ión a leal ina d,. carbon,,.to d" sodio " 1 .. <;•Jp11rf icie d,. 1Jn 

1" apari<>ión ele un colnr p'1rpura indica 

un.:t pr-11eh,'J P"ti i ti va. 

F>d sten dos m'todos quE' C"omunmPnte r:;p ll!-'>An f'-3YB dPteC"tar 

esta rnzlma, un medio sustrato liquido y un medio •ólido. 

F•te c:-onsiste en dos pruPloas: 

A los 

Püra la 

3 dlas y a las 2 semanas: Ja primera es de m~s v~Jor 

idPntifica<>i6n de rnl<'nbartpda• ele cro>c-imlento 

rápido, y algunas de crecimiento un pc•c·o lPnto, mier1tras que 

la segunda se uft.a principalmente """ especi~s clE' cr'?cimiento 

lento. 

I11c1cular- tnrfas las mi~ob.:tf'."frrias al 101::•«.tio sustr.:itn t"1nto 

p;ira la prueba a los 3 di as como para la de las 2 semanas. 

l.os patógenos potenciales de <'recimiento r.;\pido comunmente 

5Ctn pns i ti Vt1S 

sapY<'•f itas no 

a los 3 días, mientras que 

son positivos antes de las 2 

las PSpP.rie'i 

sernanas. l.c1s 

cultivos de rrec:-imientn lento que se pruPban a los 3 d[as y/o 

a latJ 2 semanris PIJl?ri@n t;t?r (lt i les para t1.:.. m.=,;r in1Jm. tL_ 

s~ql9:3Í, J:L.. ~ J:L.. trlvlale l. l:L.. fl;¡vqs,,~ns. 
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"'"dio SllStl"'ltO lfq11ido. 

PYePill" .. ción de 1 s11•l1"ato P'llrón. 

- Disolvey 2.6 q de fenolftalefna di•11lfato, sal tripntásicil, 

en 50 mi de ac;i11a destilada, esto d .. una sol•Jción O.OS M. 

- EsteYilizal" POI" filll"'lción <membr"n" Millipore de 0.45).->· 

- M .. ntener en refl"ic;ieración. 

Notar Antes de u~Ar el disulfato de f<>nolftal~fna, proba!" 

pr'?•"nci" de fenolft .. lefnil libre, la c11al puede dar 

una l"eacción falsa positiva. 

Prep .. Yación. 

- llsar caldo Duho• o MiddlPbrook 7H.9 

- El ca lrlo O•Jbo:.s se prepar'I a 1 s:\ r.nn """""Ión V dP. 'llbámi "" 

bovina. 

- Se est<>riliza peor filtr,.ción, C'on membrana Millipore de 

o. 25 ,,... 

- Re preparan 2 Matrac<>s C'on ~00 mi dE' E'ste medio. 

Medio SustYato final. 

- Adicioroal" 2. 5 mi de sustrato patrón O. 08 M o 200 1111 de 

medio liquido P.slél"il. 

pl"Ueba de 3 días. 

Esto da un sustyato O.OOlM paya la 

- Agrega!" 7.!5 ml del s•1•trato pafrón O.OBM a 200 ml "" medio 

líquido eat~ril. Esto da un •ustr•to n.oo~M para la prueh~ 

de 2 $1!manas. 

As~pticanoente vaciar ;? ml rlP sustrato final ,, tubos r·on 

tapón de rosca er.t4ril~s. 



Para el control de calidad, al sustrato no inoculado so le 

a9regan 2 gotas de carbonato de sodio. El s11stratn debe 

quedar incoloro, si la solución torna a rosa descartar el 

sustrato y checar la solución patrón. 

Reactivo 

Carbonato de Sodio 2N. 

Controles: 

Negat_ivo medio sustrato no inoculado 

Positivo a medio sustrato inoculado con !:!.... fort4itum 

Procedimiento. 

Inocular los tubos que contienen sustrato con O.l 1111 de un 

cultivo de mkroorganhmos en medio liquido o con una asada 

de un cultivo fresco. 

Incubar a 37 grados centigrados. 

Despuds 

retira 

de 

de 

3 dias de incubación el sustrato O.OOlH 

la incubadora y agre9ar no más de 6 9otas 

solución de carbonato de sodio 2N. 

de 

Después de 2 semanas de incubación del sustrato 0.003H, 

sacar de incubación y agregar solución de carbonato de 

sodio 2N. 

Resultados. 

Positivo 

Ne41alivo 

cambio de color a rosa o rojo. 

no hay cambio de color. 
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Creci111iento en Ag•r MacConkey. 

La capacidad de !'.!.:.. fortuitum para crecer en agar 

MacConkey se usa como criterio para la separación de este 

111icroorganhmo de otros de crecimhnto rápido, !'.!.:.. fod•iitum 

desarrolla en 5 dfas mlenlr'.ls que otras mkobaclqrlas de 

creci111iento rápido son inhibidas. 

' Se inoculan todos los cultivos de crecimiento rápido en 

f,.,rlultum x. !:!..:.. chel•~nae pres,.ntan 

crecimiento y algunas ve.,,es c'.lmbian de color de 5 a 11 dfas. 

Medio 

Agar MacConkey sin cristal violeta, 20 ml por placa. 

Controlt!S: 

Nogativo medio no inocul~do y una placa inoculada con !'.!.:.. 

Positivo = placa inoculada con !:!..:.. fortuitum 

Procedimiento. 

- Se puede dividir la placa con medio en cuadros de 2 
... 

cm, y 

'.lllt inocular en c.:ida cuadro una cepa diferent.,, lo mismo 

que la •oepa ccontrol, se siembra por la t<!cnica rl".! estrfa. 

- Incubat· a 37 •Jrados centigrados sin '.llmósfera .¡., CO 
2. 

- Leer~ los 5 y ll"df'.ls, 

Resultados 

Positivo =hay crecimiento, puede ocurrir lambi<!n cambio de 

color. 

Negütivo no hay crecimiento. 
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Ureas" 

La LU"'easa es •Jna enzima que puede hidrol i-zar urea, se 

prod11.,e en e~la reacción i'lmoni'1co y dióxido de carbono. 

Los escolocromógen•:>s como ~ -sr.-yofulaceum son ure.asa 

positivos, ya que o•:asionalm~nte se 

pigmentadas del complejo t!.... avium. t!.... 

que son negativas. 

Sustrato 

enc•Jentran cepas 

xenopi ~ t!.... gordonae 

.Mezclar una parle de ag"r base de Difco-Baclo Urea 

concenlr'1da con 9 parles de agua destilada, no agregar agar. 

Vaciar en cantidades de ~ ml en tubos de 13 X 100 con ti\PÓD 

de rosca. 

Controle<i: 

Negativo sustrato no inoculado 

Positivn = sustrato inoculado con !:!.... 

t nrl 1.1 !t um Q. tL.. ill!1J::L.. 

Procedimiento 

scrofulaceum. 

- Inocular el sustrato liquido con una asada del cultivo. 

Incubar a 37 grado5 centigrados. 

- Observar el cambio de color a rosa o rojo. Descartar 

después de 3 dias. 

Resultarlns 

Positivo cambio de color a rosa o roJo. 

Negativo no hay cambio rle color. 
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Pirazinamid .. sa 

En esta prueba, !:1:_ ~ es positivo a los 4 dfas y !:!... 

kansaii es negativo. !:1:.. ~es negativo a los 4 y 7 dlas y 

el complejo !:!... ~ ~ !:1:.. tuberrulosis son positivos a los 4 

dlas. Esta c•ractertstica puede ayudar a diferenciar !:!... 

~ ni .. cina débilmente .Positiva, de !:!... t•tberculosiq, y a 

distinguir a. !:!... ~de otros miembros del complejo !:!... 

~. 

Medio 

Base de caldo Dubos 6.5 g 

A11ua destilada 

Disolver y agregar: 

1000.0 mi 

Pirazinamida 

Piruvato de sodio 

Agar 

Calentar para disolver el agar. 

de rosca en cantidades de 5 ml. 

0.1 g 

2.0 g 

15.0 q 

Vaciar en tubos con tapón 

Esterilizar en autoclave 15 minulos/121 grados centigrados. 

DeJar enfriar el medio sin inclinarlo. 

Reactivo: 

Sulfato ferroso y amonio al 1Y.. Prepararlo justo antes de 

usarlo. 

Controles: 

Negativo medio ne> inoculado 

Positivo medio inoculado con!:!... ilY.!.!!m Ontracell•Jlare> 
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Pro..,edimlento 

- Inocular la superficie del medio con los cultivos frPscos, 

usando una asa adecuada que facilite esta operación, se 

siembra por duplicado. Incubar a 37 grados centlgrados. 

nespués de 4 dias, sacar de la incubadora y agregar 1 ml de 

solución de sulfato ferroso y amonio a los primeros tubos. 

Poner los tubos en refrigeración para evitar la 

contaminación. 

Después de 4 horas ver si a los tubos se les ha formado una 

banda rosa en el agar. 

un fondo blanC'o. 

Para leer colocar los tubos sobre 

- Después de 7 di as de incubación, sacar los segunrios tuhos y 

hacer lo mismo que con los primeros. 

Nota1 Si a los 4 dias la prueba es positiva, no es necesario 

esperar el segundo cultivo de 7 dlas • 

. Resul lados 

Positivo una banda rosa en el agar. 

Negativo = no hay formación de banda rosa en el agar. 

Aslmila~lón de Hierro. 

En la prueba de asimilación ele hierro, !:!.... fortuitum es 

positivo y !:!.... chelonae es negativo. Otras más de crecimiento 

rapido son positivas. 

flavesc~ns son negativos. 
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Medio 

Medio de L8wenslein-Jensen inclinado. 

Reactivo• 

Solución acuosa de citrato férrico de amonio al 20X. 

en recipientes pequeftos. Esterilizar en autoclave. 

solución est4 turbia, desc~rtar y preparar nueva. 

Controles1 

Negativo 

Posil ivo 

medio no inoculado 

medio inoculad~ con 11,.. fortuitym, 

Procedimiento 

Vaciar 

Si la 

- Inocular el medio con una gola de una suspensión de 

microorganismos. 

Incubar hasta que se presente crecimiento. 

medio control con este cúllivo. 

Incubar el 

A los medios con crecimiento y al medio control agregar la 

solución de citrato estéril <una gota por cada 191 de medio 

de Ulw.,nstein. 

Reincubar los cultivos hasta 21 dlas. 

semanales. 

Resul lados 

Se hacen lecturas 

llna reacci6r1 positiva se ve por la aparición de un color 

café oxid~do en las colonias y una decoloración en el medio. 
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