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Resumen

Sometimos a intradermorreacciones sucesiva a un grupo de 5 cabras infectadas de forma
natural por Corynebacterium pseudotuberculosis. Procedentes de una explotacion, en la cual no
existen antecedentes clinicos de tuberculosis ni de positividad a la prueba de la tuberculina.
Realizamos cuatro intradermorreacciones sucesivas a cada uno de los animales separadas por un
periodo de intertuberculinizacion de una semana. Inoculando la PPD en las caras laterales del cuello
derecha (PPD bovina) e izquierda (PPD aviar). La técnica fue leida a las 48 h postinoculacion,
interpretando como resultados dudosos aquellos en los que la diferencia del grosor de la antes y 48 h
postinoculacion fue igual o mayor a 2 y como positivos cuando dicha diferencia fue igual o mayor a
4 mm de grosor. Obtenemos en nuestro estudio que intradermorreacciones sucesivas en cabras
infectadas de forma natural por C.pseudotuberculosis, respetando un periodo minimo de
intertuberculinizacion de 7 dias, no induce a falsos resultados positivos. No obstante tras estas
sucesivas tuberculinizaciones se produce en algunos casos un aumento en la inmunidad humoral que

puede detectarse con el método ELISA indirecto con los antigeno MPB70 y A60.

1. Introduccién

La intradermorreaccién tuberculinica es la técnica empleada para el diagnostico de la
tuberculosis.

Cameron (1982) describe la existencia de comunidad antigénica entre el grupo de las
Corinebacterias y las Micobacterias, razén por la que dicha técnica diagnostica puede dar falsos
resultados positivos en animales libres de infeccion por Mycobacterium spp. e infectados por
Corynebacterium pseudotuberculosis.

Asimismo, Wolinsky (1978) describe la existencia de antigenos comunes entre el género
Mycobacterium y otros géneros cercanos taxonémicamente como nocardias y corinebacterias .

Conociendo todos estos datos y sumando a ello que Canarias es una zona con una alta

incidencia de pseudotuberculosis por Corynebacterium pseudotuberculosis, nos planteamos el ver la
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influencia de realizar sucesivas intradermorreacciones tuberculinicas en cabras infectadas de forma
natural por C. pseudotuberculosis, asi como la influencia de las mismas sobre la inmunidad humoral

utilizando para ello la técnica ELISA indirecto con el antigeno A60 y el antigeno MPB70.

2. Material y metodos

Para el desarrollo de este estudio hemos utilizado:

- 5 cabezas de ganado caprino con infecciéon activa y manifiesta de seudotuberculosis,
procedentes del "Valle de Agaete" (Gran Canaria), zona en la que se desconocen antecedentes de
tuberculosis y paratuberculosis.

Estos animales presentaron lesiones caseosas localizadas a nivel retromamario o
preescapular.

En ellos hemos aplicado las siguiente técnicas:

Técnicas microbiolégicas

Tras razurado de la zona en la que estaba localizada la lesion, se procedio a su desinfeccion
y anestesia local con xilocaina, posteriormente incidimos la misma con la ayuda de una hoja de
bisturi estéril, el contenido caseoso fue vertido en frascos estériles que mantuvimos a 4°C hasta el
momento de su procesado en el laboratorio.

Estas muestras fueron sembradas en Agar sangre que posteriormente incubamos a 37°C
durante 24-48h.

Una vez observado crecimiento realizamos su identificacion morfoldgica utilizando la
técnica de GRAM y bioquimica utilizando galerias comerciales Api Coryne de laboratorios
Biomerieux, Se Fueron realizadas también pruebas complementarias: catalasa, hemolisis sinérgica e
inhibicion de la B-hemolisis.

Intradermorreaccién tuberculinica comparativa cervical

Tras razurado de las zonas laterales izquierda y derecha del cuello, se procedi6 a realizar
una medicion del grosor de la piel con la ayuda de un cutimetro, posteriormente inoculamos 0, 1ml
de PPD bovina en el lado derecho y 0,1 ml de PPD aviar en el lado izquierdo. La lectura fue
realizada a las 48 postinoculacion. Los animales 1,2,3 y 4, fueron tuberculinizados de forma
repetida los dias 1, 7, 14 y 28 de la experiencia. Antes de cada prueba alérgica se realizé una toma
de sangre en cada animal, posteriormente tras dicha prueba se volvié a tomar muestras de sangre
coincidiendo con el dia de lectura de la técnica 'intrade'rmica. El animél numero cinco sirvié de
control durante toda la experiencia. No se realizo en este intradermorreaccion alguna pero si
controles de grosor de la piel y toma de sangre al mismo tiempo que en el resto de los animales.

Método ELISA indirecto
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Empleamos esta técnica diagnodstica con dos antigenos distintos: con el antigeno MPB70 y
con el antigeno A60. Sometimos a cada uno de estos dos antigenos los sueros de los cinco animales
obtenidos a las 48h. posttuberculinizacion, asi como controles positivos a M.bovis y sueros libres de
agentes patogenos que sirvieron de controles negativos. Estos ELISAS se desarrollaron en las
mismas condiciones que las ya expuestas por el Dr. Real en la comunicacion expuesta en esta mismo
congreso, titulada " Eficacia de los antigenos MPB70 y A60 en el diagnéstico de la tuberculosis

caprina por M.bovis.

3. Resultados

Resultados microbioldgicos

Tuvo lugar al finalizar la experiencia de tuberculinizacion, constatandose la infeccion por
Corynebacterium pseudotuberculosis en los cinco animales de este grupo.
Resultados a la intradermorreaccion tuberculinica

Ningun animal del grupo reaccion6 de forma positiva durante el transcurso de la
experiencia. No poniéndose de manifiesto diferencias en el grosor de la piel entre antes y déspués de
tuberculinizar mayor o igual a 2 mm, diferencia a partir de la cual se considera como dudosa.
Resultados a la técnica ELISA

El punto de corte de la técnica ELISA con antigeno MPB70 quedd establecido tras
estandarizacion de la técnica en una D O de 0.009. Una cabra (cabra n° 3) siempre resultd negativa
en la técnica ELISA con antigeno MPB70. No asi el resto, que seroconvirtieron a positivas después
de la tercera tuberculinizacion. Obtuvimos unas densidades opticas de 0.001, 0.014 y 0.018 para los
animales 1, 2 y 4, respectivamente. Tras la cuarta tuberculinizacion intradérmica todas las
densidades opticas volvieron a ser negativas, excepto el animal nimero 4, que aumento la reaccion
frente al antigeno MPB70 dando una D O de 0.023. Todos los animales resultaron negativos antes
de ser tuberculinizados.

El punto de corte al antigeno A60 en la técnica ELISA quedo establecido en 0.396.

Con este antigeno dos (n° 3 y 4) de los cuatro animales dieron un resultado positivo (0.434 y
0.4263, respectivamente) con antigeno A60 antes de ser sometidos a la tuberculinizacién intradér-
mica. Tras la primera intradermorreaccion ambos seroconvirtieron a negativos. La cabra 3 tras la
tercera tuberculinizacién muestra una D O de 0.434 para volver a ser negativa después de la cuarta
prueba alérgica. Llama la atencion la respuesta del animal nimero 4 con D O superiores al punto de
corte antes de ser tuberculinizado. Después de la segunda y de la tercera tuberculinizacion, las D O
de este animal sufrieron un ascenso a la positividad para volver a seronegativo tras la cuarta

tuberculinizacion.
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La cabra 2 inicialmente negativa, también desarrollo una respuesta sinusoidal (0.344, 0.338,
0.434, 0.313) con final seronegativo.

En cuanto a la cabra 1 unicamente mostro seroconversion positiva (0.414) tras la primera
tuberculinizacion.

Debido a que el animal numero cuatro se mostro positivo en distintos momentos para ambos
antigenos (MPB70 y A60) fue sacrificado en busca de una posible tuberculosis, aunque en ningin
momento mostrara reaccion de hipersensibilidad a la tuberculina bovina o aviar. Tras inspeccion
minuciosa de la canal, visceras y ganglios no se pudo poner de manifiesto lesion alguna que no
fueran la propias de pseudotuberculosis. La siembra de dichas lesiones en medios para

micobacterias (Lowenstein Jensen con y sin piruvato) no obtuvieron crecimiento alguno.

4. Discusion

La lucha de la tuberculosis en ganado vacuno se rige por nuestra legislacion vigente
adecuada a los criterios comunitarios. Para el diagnostico de la tuberculosis caprina no existen en
nuestro pais medidas reglamentarias, basandose actualmente n nuestro pais en las mismas bases
legislativas que para el ganado vacuno (ANONIMO, 1985).

Para algunos autores (THOREL, 1980, 1984) la cabra se mantiene en los mismos niveles
(en cuanto a dosis de tuberculina, punto de inoculacion y mm a partir de los que se considera a un
animal positivo) que el ganado vacuno. Otros, sin embargo, opinan que la lectura ha de realizarse a
las 48 h post-inoculacion (SHAROYV, 1986). G.M. ALLEN y cols, (1987) opinan que la lectura ha
de realizarse a las 72 h y consideran como reaccion positiva una hinchazoén visible y palpable o un
incremento de grosor de 2 mm o mas, o simplemente la aparicion de inflamacion y edema. Nosotros
hemos elegido las indicaciones de A.N. SHAROV (1986) que realiza la lectura en ganado caprino a
las 48 h pos-inoculacion con muy buenos resultados, al igual que M. HARBOE y cols. (1990) en
ganado vacuno.

Existe controversia en la sensibilidad y especificidad que esta técnica intradérmica presenta
en el ganado caprino maxime si tenemos en cuenta que la cabra puede afectarse por otras patologias
infecciosas producidas por otras micobacteria e incluso bacterias pertenecientes a géneros cercanos
como Corynebacterium pseudotuberculosis. Asi LU y cols. (1992) observan que de tres caprino
positivos a la prueba de la tuberculina tan solo en uno aisla M.bovis y de los otros dos Coryne-
bacterium pseudotuberculosis. Asimismo B. ACOSTA vy cols. (1993) aislan de caprinos positivos a
la tuberculina Corynebacterium pseudotuberculosis. Si bien en nuestro estudio no hemos podido
poner de manifiesto la aparicion de falsos resultados positivos a la intradermorreaccion tuberculinica

en cabras infectadas por dicho microorganismo, aun realizando intradermorreacciones sucesivas.
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Consideramos que los valores de positividad que hemos obtenido con la técnica ELISA con
el antigeno MPB70 se han debido mayormente al corto periodo de intertuberculinizacién (7 dias),
mas que a la infeccion por C.pseudotuberculosis si tomamos en cuenta la experiencia previa de
Nagai y cols. 1981 que describen a MPB70 como una proteina estable contenida en la PPD.

Llama la atencion observar como con el antigeno 60 mediante el método ELISA se detectan
variaciones en la inmunidad humoral que parecen estar mas debidas a la infeccion por
C.pseudotuberculosis que a las sucesivas intradermorreacciones efectuadas, ya que incluso antes del
comienzo de la experiencia se detectan animales positivos, aunque en este caso también podrian
estar influyendo las intradermorreacciones sucesivas, debido que al igual que el antigeno MPB70
este antigeno A60 es descrito por Cocito y cols., 1986, como una proteina estable contenida en la

PPD.
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