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ANTECEDENTES

El bufalo es susceptible a la tuberculosis (tbc) bovina, una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium
bovis, habiendo sido reportada en esta especie en Italia, Brasil, India y Australia (Roxo & Amara, 1998; Haagsma,1995;
Vaccaro et al., 1982; Portugal et al., 1971; Vannamaya et al., 1987; Lau, 1994; Mota et al ,2001/2; Mello et al, 1965;
Freitas et al., 2001). Esta enfermedad crénica adquiere relevancia frente a la longevidad de los bubalinos, que se puede
extender a veinte afios de vida productiva, proporcionando mayores posibilidades de desarrollo y transmision de la
misma. (Roxo et al., 1997; Kanameda et al., 1999).

Los signos clinicos pueden estar ausentes en los primeros estadios de la enfermedad que, siendo una zoonosis,
se transforma en riesgo ocupacional para quienes trabajan con animales, como veterinarios, tamberos, trabajadores
rurales, personal de frigorificos, etc. (SENASA, 1993; WHO, 1993; O’Reilly & Daborn, 1995).

En el animal vivo es diagnosticada por examen clinico y por medio de reacciones de hipersensibilidad
retardada (prueba tuberculinica) efectuada con derivado proteico purificado (purified protein derivate, PPD, OMS,
1968) derivados de cepas aviares (PPD-A) o bovinas (PPD-B). Los tests tuberculinicos presentan una sensibilidad
entre 72 y 96% y una especificidad de 70 y 99% para los bovinos, estos indices no parecen ser validos para los
bubalinos dado que reaccionan en forma mas especifica a las micobacterias (Vanamaya et al., 1987; Nain & Kaushik,
1985; OPS, 1992). Francis et al (1978) demostraron 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 alcanzé a la especificidad;
concluyeron que, entre los tests simples, el cervical proporciona el maximo de sensibilidad y el caudal el maximo de
especificidad. Algunos animales pueden no responder a la tuberculina (tb) debido a diversos factores como infeccion
reciente, fin de gestacion o desnutricion que pueden ocasionar resultados falsos negativos como en avanzado estado de
infeccion, pueden manifestar el fendmeno de anergia, o ausencia de reactividad cutanea, cuyo mecanismo aun no esta
bien dilucidado (Monaghan et al., 1994). La respuesta de los bovinos comtiinmente se inicia a los 30 a 50 dias post-
infeccion.

Debido a que las reacciones de los bubalinos muestran mayor intensidad que en los bovinos, la lectura de la
induracion no debe seguir los mismos parametros de los ultimos (Lau, 1994; Nicoletti, 1994; Mohan, 1968). Haagsma
(1995) al referirse a la prueba comparativa, que utiliza simultineamente PPD aviar y bovino en el mismo animal,
sostiene su utilidad para diferenciar animales infectados por M. bovis de aquéllos expuestos a otras micobacterias o
géneros afines. En presencia de mayor reactividad a la tb aviar (que representa sensibilidad inespecifica) las reacciones
a la tb bovina se consideran poco significativas (CPZ, 1989). El test es considerado positivo en bovinos 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 recomendada
para bovino es de 2000 UI de PPD-B (usualmente 0.1 mg/ml) determinadas por ensayo bioldgico frente a un patron de
referencia internacional (OIE, 1992). El test tuberculinico no es efectivo en todas las especies, Nain & Kaushik (1985)
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 confirmar la infeccion a la necropsia.

Kantor et al. (1984) observan 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
aumenta, manteniéndose la especificidad, aun 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 internacionales (UI) o los valores limites de respuesta o puntos de corte de reaccion
(Francis et al., 1978; Kantor ef al., 1984; OPS, 1992). Segiin Ronswurm & Konhya (1973) citados por Roxo, 1998, no
hay interferencia estadistica cuando el test cervical comparativo es realizado en un periodo dentro de los siete dias luego
de la aplicacion del test caudal simple.

*Corresponde al tema de Beca Tuberculosis bovina en la especie bubalina. (SGCYT/UNNE Res. N° 586/2004-CS)
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Roxo (1998) recomienda la lectura por medicion en la prueba ano-caudal del bifalo, considerando reaccion
positiva cuando es mayor o igual a 10 mm, sospechosa cuando sus valores se sitlian entre 6.4 y 9.9 mm y negativa
menor a 6.3 mm. También sugiere que en la prueba cervical comparativa, la media aritmética de las reacciones
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 Brasil, aplicindose este valor como factor de correccion para bovinos, la interpretacion de las
reacciones de los bubalinos en el diagnostico de tuberculosis pasan a ser positivos por encima de 5 mm, sospechosos
entre 3 y 4.9 mm y negativos debajo de 3 mm. Agrega que en bubalinos la reactividad cutdnea 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. Esta autora utilizd la técnica de PCR para la
identificacion de micobacterias del complejo M. tuberculosis aisladas de linfonodulos de bubalinos naturalmente
infectados, visto que, debido 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.

A la necropsia, se confirma a través de examenes histopatologicos y bacteriologicos, a los que se suman las
modernas técnicas de biologia molecular (sondeos de ADN y PCR, Haagsma, 1995). La técnica de PCR esta siendo
considerada como el avance mas promisorio en el diagnodstico 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 directamente, a partir de muestras clinicas o de cultivos puros, con una sensibilidad y especificidad
muy elevadas, ya que es capaz de detectar menos de 10 bacilos en la muestra (Forbes & Hicks, 1993; Claridge et al.,
1993; Diaz et al., 1994; Beige et al., 1995)

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. Algunos investigadores
(Nicoletti et al., 1994; O’Reilly & Dabron, 1995; Nain & Kaushik, 1985; Lau ef al., 1998; Benson 2000.; Vale 1994;
Kanameda et al., 1999) afirman que es posible extrapolar los resultados de investigaciones sobre diagnosticos de
bovinos a bubalinos, ain asi, debe considerarse las posibles diferencias inmunolédgicas entre las especies visto que
muchas veces se toman valores de bovinos, que no pueden necesariamente presentar la realidad incurriendo en
sacrificios innecesarios y en pérdidas econémicas. Dada la importancia de que el control de la tbc sea aplicado a todas
las especies susceptibles, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la prueba tuberculinica en bufalos, acompafniada de
diagnostico histopatolégico y bacteriologico.

MATERIALES y METODOS

Se realizo la prueba tuberculinica intradérmica simple ano-caudal (AC) a 402 bufalos de raza Murrah, con un rango
de edad de uno a 20 afios, de la provincia de Corrientes, a los cuales previamente se les tomo la medida del grosor
cutaneo del pliegue externo con calibre milimetrado. Se utilizé6 0,1 ml de PPD-B con una concentracioén proteica de
Img/ml (=32.500 Ul/ml), provistos por DILACOT/SENASA y Centro de Diagnostico Veterinario. Las lecturas se
realizaron a las 72 h +/- 6 interpretando la induracion de acuerdo con Roxo (1998) de la siguiente manera: positivos un
diametro = 0 > a 10 mm, sospechosos entre 6 y 9.9 mm y negativos =0 <a 5,9 mm.

A los animales positivos y sospechosos se les repitid la prueba cervical comparada (CC) en un plazo de 60 dias,
interpretandose como positivos una diferencia de PPD-B con respecto a PPD-A = 0 > 5 mm, sospechosos entre 3 y 4.9
mm y negativos debajo de 3 mm.(Roxo, 1998).

Se realizd la necropsia de dos animales enviando linfonodulos y o6rganos afectados a histopatologia (HP) y
bacteriologia. La metodologia utilizada fue la habitual, realizandose tinciones con hematoxilina-eosina, de Grocott, PAS
y coloracion de Ziehl-Neelsen (ZN), para observacion de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) y procesamiento
bacteriologico para aislamniento de micobacterias: decontaminacion de la muestra utilizando el método de Petroff con
hidroxido de sodio al 4%, centrifugacion, neutralizacion y siembra en los medios de Stonebrink y Lowenstein-Jensen.

DISCUSION de RESULTADOS

De los 402 animales tuberculinizados se obtuvieron los siguientes resultados:

A la prueba ano caudal simple fueron positivos 4 (0,99%) con reacciones de 11 a 17 mm y 6 (1,49%)
sospechosos con rangos de 6 a § mm, totalizando 10 reaccionantes (2,48%).

De los 10 animales positivos y sospechosos a la prueba AC que se les efectud la cervical comparada (CC)
resultaron reaccionantes 5 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.
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Se realizaron dos necropsias: a una hembra de 9 afios, que habia reaccionado a la AC 17 mm y a la CC 16 mm
y a un animal macho de 18 meses de edad que arrojé 11 mm a la prueba ACy 8 mma la CC..

A la necropsia de la primera se observo solo un ganglio retromamario afectado con necrosis caseosa, el resto
de los organos sin lesiones compatibles con tbc. El diagnostico HP del ganglio retromamario fue compatible con tbe,
presentando el resto (retrofaringeo, preescapulares, submaxilares, mesentéricos y popliteos) ,hiperplasia linfoide difusa.
Se obtuvo una cepa de M. bovis s6lo a partir del ganglio retromamario cuyo analisis genético por spoligotyping
realizado en el Instituto de Biotecnologia del INTA de Castelar, Buenos Aires, arrojé que pertenece al espoligotipo 34,
que abarca al 54,7% de M. bovis del ganado bovino de la zona (Cicuta, 2002). Es de destacar que los campos lindantes
donde habitan los btfalos se encuentran poblados de bovinos que circunstancialmente invaden el establecimiento.

En la segunda necropsia y a pesar de la corta edad, se observaron la mayoria de los ganglios examinados
aumentados de tamafio, con exudado purulento y focos hemorragicos. A la HP no hubo lesion compatible con tbc,
observandose hiperplasia folicular paracortical, microabsesos y abundantes colonias basoéfilas bacterianas, abundante
tejido fibroso en capsula engrosada y necrosis folicular. Sin embargo se obtuvieron cultivos positivos a M. bovis a partir
de todos los ganglios sembrados (retrofaringeos, inguinales, preescapular, mediastinicos, precrurales, parotideos y del
inspector). Estas cepas estan siendo tipificadas por métodos moleculares en el Instituto de Biotecnologia del INTA de
Castelar, Buenos Aires.

CONCLUSIONES

La tuberculinizacion en el bufalo presenta inconvenientes tales como la inexistencia del pliegue ano-caudal
interno, heterogeneidad en la morfologia del pliegue ano-caudal externo, en el cual el tamafio y grosor de la piel es muy
variable. Presenta mayor cantidad de tejido laxo con diferente conformacion histoloégica debido a mayor nimero de
fibras elasticas por lo que es esperable que haya mayor reaccion cutanea. El bubdn intradérmico que se forma puede
observarse facilmente o no, dependiendo si el animal presenta la piel mas gruesa o mas fina en la zona, por eso es de
suma importancia la medicion con calibre milimetrado.

Nuestras mediciones de las induraciones obtenidas corrobora trabajos realizados con anterioridad (Nain &
Kaushik, 1985; Benson ef al.,2000; Roxo & Amaral, 1998; Lau, 1998; Nicoletti, 1994; Mello ef al., 1965, Vanamayya
et al., 1987; OPS, 1992), donde se comprueba que la reacciéon es mas pronunciada en la especie bubalina que en la
bovina, por lo que los pardmetros de medicion de las pruebas también deberian considerarse. A la necropsia se confirmo
la infeccion en los dos animales reaccionantes al PPD-B, notandose infeccion generalizada en el animal de menor edad.

La diseminacion clonal de una cepa estd indicando una activa transmision y tiene un gran significado
epidemioldgico. El aislamiento de una estirpe perteneciente al tipo genético predominante en la region (espoligotipo 34)
nos esta comprobando que existe transmision entre el bovino y el bufalo a diferencia de lo que ocurre en Brasil donde
las cepas de M. bovis aisladas de bufalos tienen sus espoligotipos exclusivos diferentes a los del bovino (Zumarraga et
al., 1998). Esto sirve de alerta ya que nos estria demostrando que la fuente de infeccion para el bufalo de esta zona
serian los bovinos infectados. La permanencia de estas enfermedades limita las posibilidades del sector pecuario y la
comercializacion internacional, influyendo negativamente en la rentabilidad de las explotaciones, en la calidad de los
productos, en el consumo y la salud humana, de alli la importancia de que Plan Nacional de Control y Erradicacion de
la Tuberculosis Bovina, implementado por el SENASA en 1994 sea llevado a cabo.
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