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COMUNICACION

Meningoencefalitis causada por Mycobacterium bovis en un
ternero. Reporte de caso

Meningoencephalitis caused by Mycobacterium bovis in a calf. Case report

Lucia del Carmen Favila-Humara', Marco Antonio Santillan-Flores'?, Maria
Guadalupe Martinez-Serrano’, José Francisco Morales-Alvarez'

RESUMEN

Se describe un caso clinico de meningoencefalitis tuberculosa en un ternero Holstein
de cinco meses de edad que presentaba signologia nerviosa; ademads de pertenecer a un
hato con 30% de prevalencia a tuberculosis. Se 1levo a cabo la eutanasia del animal y se
practico la necropsia. No se encontraron lesiones en 6rganos de cavidad toracica ni
abdominal. Se tomaron muestras de encéfalo para estudios de histopatologia (tincion
con hematoxilina-eosina y Zielh Nelsen), bacteriologia y PCR-MRD1. En el encéfalo se
observaron lesiones inflamatorias macroscdopicas con congestion y aspecto granular en
meninges, asi como adherencias fibrosas en la zona ventral. Microscopicamente se ob-
servd infiltrado inflamatorio, linfocitos, macrofagos, células epitelioides, células
plasmaticas y células gigantes multinucleadas, areas de necrosis central, mineralizacion
distrofica y bacilos acido-alcohol resistentes. La meningoencefalitis granulomatosa por
Mycobacterium bovis se confirmé por aislamiento bacteriano y PCR-MRDI1.
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ABSTRACT

A clinical case of tuberculous meningoencephalitis in a 5-month-old Holstein calf
that presented nervous symptoms is described. The calf was part of a herd with a 30%
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prevalence of tuberculosis. The animal was euthanized, and a necropsy was performed.
No lesions were found in organs of the thoracic or abdominal cavity. Brain samples were
taken for histopathology (hematoxylin-eosin and Zielh Nelsen staining), bacteriology
and PCR-MRDI1 studies. In the brain, macroscopic inflammatory lesions with congestion
and granular appearance were observed in the meninges, as well as fibrous adhesions in
the ventral area. Microscopically, inflammatory infiltrate, lymphocytes, macrophages,
epithelioid cells, plasma cells and multinucleated giant cells, areas of central necrosis,
dystrophic mineralization and acid-fast bacilli were observed. Granulomatous
meningoencephalitis due to Mycobacterium bovis was confirmed by bacterial isolation

and PCR-MRD1.
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INTRODUCCION

Mycobacterium bovis (M. bovis) es
el agente etiologico de la tuberculosis bovina
(TB), enfermedad que se caracteriza por pro-
ducir lesiones granulomatosas principalmen-
te en linfonodos de cabeza, cuello, torax y
pulmoén, ademas de otros tejidos. Afecta a
una amplia gama de animales domésticos y
silvestres, asi como al humano (Corner, 2006,
Michel et al., 2010). La tuberculosis bovina
sigue siendo una de las enfermedades que
mas afecta la produccion pecuaria de paises
en desarrollo, con importantes efectos en la
salud humana y animal.

Las principales vias de infeccion de M.
bovis son las vias respiratoria y alimentaria.
La transmision alimentaria puede explicarse
por la practica comtn de alimentar a los be-
cerros recién nacidos con calostro procedente
de vacas reactoras a tuberculosis, o con le-
che de tanque que puede estar contaminada
con leche de vacas con mastitis tuberculosa
(Neill ez al., 1994; Houlihan et al., 2008). Se
han descrito rutas adicionales de transmision
como infeccion cutanea por heridas, congé-
nitas y rutas sexuales, que pueden conducir a
lesiones extrapulmonares (Neill ef al., 1994).
La infeccion tuberculosa prenatal esta alta-
mente asociada con la presentacion de lesio-
nes tuberculosas en el utero o la placenta
(Ozygit et al., 2007). La infeccion puede

propagarse a través de las venas umbilicales
y por la ingestion o aspiracion de liquido
amniodtico contaminado en el Gtero o durante
el parto (Neill et al., 1994; Ozygit et al.,2007)
La infeccion tuberculosa congénita puede
ocasionar enfermedad en becerros jovenes,
lo cual se ha descrito con poca frecuencia.
Existen informes previos de neumonia grave
con lesiones granulomatosas en pulmon, hi-
gado y ganglios linfaticos en becerras de 15
y 45 dias de edad (Vural y Tunca; 2001;
Ozyigit et al., 2007). Asimismo, Oruc (2005)
y Roels et al. (2003) reportaron casos de tu-
berculosis meningea bovinos adultos.

El presente reporte describe un caso
clinico de meningoencefalitis tuberculosa en
un ternero de cinco meses de edad, proce-
dente de un hato lechero con antecedentes
de 30% de prevalencia de tuberculosis.

Caso CLiNICcO

Un ternero Holstein Friesian de cinco
meses, que mostro signos neuroldgicos como
falta de coordinacion, apatia, inclinacion late-
ral de la cabeza y salivacion excesiva fue
presentado para su evaluacion clinica. El ani-
mal era parte de un hato lechero con antece-
dentes de 30% de prevalencia a tuberculosis,
que se encuentra ubicado en Rio Verde, San
Luis Potosi, México. La madre del ternero
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fue diagnosticada como reactor TB median-
te la prueba cervical comparativa de tuber-
culina. Se realiz6 la necropsia del animal lue-
go que el propietario autorizo el sacrificio
humanitario. Se tomaron muestras de encé-
falo para el diagndstico de laboratorio.

Pruebas de Laboratorio
Histopatologia

El tejido nervioso se fijo en formalina
tamponada al 10%, y fue procesado por mé-
todos de inclusion en parafina estandar, ha-
ciendo cortes de 5 um de espesor que se fija-
ron en ldminas portaobjetos y tefiidas con
hematoxilina-eosina (HE) y Ziehl Nielsen
(ZN) para bacilos acido alcohol resistentes
(BAAR) (Corner, 1994).

Bacteriologia

Se realizo6 el cultivo bacterioldgico en
medio de cultivo de agar sangre y agar cho-
colate para el aislamiento de Listeria e
Histophilus, respectivamente (OIE, 2012a).

Para el aislamiento de M. bovis, la
muestra de encéfalo se macero y desconta-
mind utilizando el método modificado de
Petroff (Payeur ef al., 1992). Las muestras
se sembraron en dos tubos de medio de culti-
vo Stonebrink y uno de Lowenstein-Jensen.
Los medios de cultivo permanecieron a 37 °C
durante nueve semanas. La identificacion de
M. bovis se realizo con pruebas bioquimicas
y frotis tefiidos con ZN (Payeur et al., 1992).

Diagnostico de rabia

Se enviaron muestras del encéfalo fres-
cas al Laboratorio Nacional de Referencia
(CENASA-México) y se realizo el ensayo
de anticuerpos fluorescentes (FAA) (OIE,
2012b).

Prueba molecular

La extraccion de ADN se realizo a par-
tir de la muestra de encéfalo con el paquete-
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comercial DNeasy® para extraccion de
ADN de tejido y sangre (QIAGEN), siguien-
do las instrucciones del fabricante. E1 ADN
se usoé para llevar a cabo la prueba de Reac-
cion en Cadena de la Polimerasa Multiplex
(PCR-MRD1) usando los oligonucledtidos
especificos que amplifican un fragmento de
200 pb de laregion RD1 en M. bovis BCG y
de 150 pb para el complejo M. tuberculosis.
Se incluyeron como controles positivos DNA
de M. bovis BCG Cepa Pasteur (ATCC
#35734) y M. bovis AN5 (ATCC #35726)
(Talbot et al., 1997; Ramirez et al., 2004).

RESULTADOS

Hallazgos Macroscopicos

No se detectaron lesiones sugestivas o
cambios macroscopicos visibles en piel, teji-
do subcuténeo, cuello ni en 6rganos de la ca-
vidad toracica y abdominal. En el encéfalo
se observo una lesion inflamatoria con con-
gestion, aspecto granular en meninges y
adherencias fibrosas en la zona ventral del
encéfalo (Figura 1a,b); asi como la presencia
de varios nddulos pequefios (menores de 1.0
cm?®) en la corteza cerebral y bulbo raquideo.
Las lesiones eran ligeramente amarillentas,
casi redondeadas, bien delimitadas y suaves
(Figura 1c). El liquido cefalorraquideo era
abundante y sanguinolento.

Hallazgos Histopatologicos

Microscopicamente se observo un infil-
trado inflamatorio multifocal, compuesto por
linfocitos, macrofagos, células epitelioides y
células gigantes multinucleadas, rodeadas por
una capsula fibrosa externa. Se observo un
area de necrosis caseosa y mineralizacion
distrofica en el centro de las lesiones. Los
BAAR se visualizaron mediante tincion de
ZN en las areas necroticas o en el citoplas-
ma de células gigantes multinucleadas y
epitelioides. El diagndstico morfologico se
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Figura 1. Lesion macroscopica en cerebelo de un ternero Holstein de 5 meses con sospecha de
meningoencefalitis causada por Mycobacterium bovis. (A) Engrosamiento nodular
de meninges, con hemorragia y congestion difusa moderada; (B) Hemorragia subdural
con presencia de adherencias; (C) Médula oblonga con congestion difusa, petequias y
presencia de un nodulo granulomatoso (flecha)

establecié como meningoencefalitis granulo-
matosa con bacilos acido-alcohol resistentes
compatibles con tuberculosis (Figura 2).

Pruebas Microbiologicas

No se obtuvo aislamiento bacteriano de
Listeria ni de Histophilus. La prueba de
anticuerpos fluorescentes (FAA) para rabia
fue negativa. Se detect6 el crecimiento de
colonias micobacterianas en los tubos de
medio de cultivo de Stonebrink en la cuarta
semana de incubacion, donde la tincion de
Ziehl-Neelsen permitio la deteccion de los
BAAR. Los resultados de las pruebas
bioquimicas clasificaron el aislamiento como
M. bovis.

PCR-MRD1

Se obtuvo un producto de amplificacion
de 150 pb correspondiente al complejo M.
tuberculosis en el PCR-MRDI1 a partir del
ADN del encéfalo del ternero (Figura 3).

DiscusioN

Se han descrito casos excepcionales de
meningitis por M. bovis en humanos, jabalies
y ganado, pero la patogenia de esta presen-
tacion de tuberculosis en tejido nervioso si-
gue sin estar bien definida (Roels e al., 2003;
Oruc, 2005; Evans et al., 2007; Garcia-
Sanchez et al., 2007).
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Figura2. Fotomicrografia de corte histopatologico del encéfalo de un ternero Holstein de 5
meses con sospecha de meningoencefalitis causada por Mycobacterium bovis. (A)
Infiltrado inflamatorio granulomatoso compuesto por macrofagos epitelioides y célu-
las gigantes multinucleadas, adyacentes a un area de degeneracion difusa del neuropilo.
Tincion HE, 100x; (B) Presencia de células epitelioides, y células gigantes
multinucleadas con bacilos acido alcohol resistentes intracitoplasmaticos (flecha).
Tincion Ziehl Nielsen (ZN), 100x
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Figura 3. PCR-M RDI1 realizado a partir de
muestras de DNA del encéfalo del un terne-
ro con meningoencefalitis tuberculosa. Ca-
rriles 1) Peso molecular (50 bp), 2) Control +
BCG cepa Pasteur (200 pb), 3) Control + M.
bovis AN5 ATCC (150 pb), 4 y 5) muestras
del encéfalo de ternero (150 bp). Gel de
agarosa 1.5%, tefiido con bromuro de etidio

El presente reporte describe la distribu-
cion de lesiones atipicas y los signos clinicos
neuroldgicos en un ternero de cinco meses
de edad con meningoencefalitis tuberculosa.
No se detecto lesion tuberculosa primaria en
pulmoén, linfonodos, higado o intestinos durante
la inspeccion clinica. Las lesiones se presen-
taron principalmente en meninges craneales,
lo que sugiere diseminacion hematogena. Por
lo general, las lesiones iniciales se producen
en las meninges basilares, extendiéndose a
través de los espacios aracnoideos hasta el
plexo coroideo y los ventriculos (Oruc, 2005).
Las apariencias macroscopicas ¢ histopato-
logicas de las lesiones fueron similares a las
descripciones previas de tuberculosis en el
sistema nervioso central (Roels ef al., 2003;
Oruc, 2005).

La rapida progresion de la enfermedad
puede explicarse debido a la infeccion con-
génita con elevada presencia del patdgeno
(Garcia-Sanchez et al., 2007; Tomar et al.,
2008; Nelson y Zunt, 2011). El ganado infec-
tado experimentalmente con dosis altas de
M. bovis (5 x 105 1 x 10° unidades
formadoras de colonias) desarrollaron enfer-
medad fulminante y lesiones pulmonares ex-
tensas en solo semanas después de la inocu-
lacion intranasal o intratraqueal, mientras que
la infeccion a dosis bajas produce lesiones
pequeiias sin signos de infeccion (Neill et al.,
1988; Buddle et al., 1994). Ademas, se ha
propuesto que la infeccion con cepas de M.
bovis con mayor virulencia podria aumentar
el riesgo de diseminacion hematogena e in-
feccion del sistema nervioso central (Neill ez
al., 1994; Hernandez-Pando, 2011).

La madre del becerro dio positivo en la
prueba de tuberculina intradérmica; sin em-
bargo, el animal no estuvo disponible para la
confirmacién de la enfermedad durante la
evaluacion del presente caso, de alli que no
se pudo comprobar la posible infeccion
uterina. Los criterios de diagnostico para la
tuberculosis congénita implican el diagnosti-
co en los primeros dias o semanas de vida
(Neill et al., 1994; Tomar et al., 2008). Se ha
propuesto el término tuberculosis perinatal,
ya que es dificil distinguir la tuberculosis ver-
daderamente congénita de la tuberculosis
posnatal temprana adquirida, la cual no difie-
re mucho en cuanto a la presentacion clinica
y el pronostico (Tomar et al., 2008). El curso
clinico a menudo es fulminante y se caracte-
riza por diseminacion rapida y la presenta-
cion de meningitis (Neill ef al., 1994; Starke
y Smith, 2001).

El hato de procedencia del ternero esta
ubicado en una region que se considera como
endémica de rabia paralitica bovina. En un
principio se tuvo la sospecha de rabia o de
una encefalitis bacteriana, pero los resulta-
dos de laboratorio, tanto de la prueba de
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anticuerpos fluorescentes y la bacteriologia
para el aislamiento de Listeria e Histophilus
fueron negativos. En este caso, la alta preva-
lencia de tuberculosis en el hato pudo haber
facilitado la infeccion por M. bovis o la
reinfeccion posparto. Por lo tanto, la conta-
minacion ambiental y la practica de alimen-
tar a los terneros con leche de tanque a gra-
nel podria haber aumentado el riesgo de in-
feccion y la presentacion poco comun de la
meningoencefalitis tuberculoso en el ternero.

La tuberculosis meningea en el ganado
bovino se ha propuesto como diagnoéstico di-
ferencial de la encefalopatia bovina (EEB),
otra enfermedad crénica del ganado (Roels
et al., 2003). La tuberculosis debe incluirse
en el diagnostico clinico diferencial en los
bovinos que muestran signos clinicos
neurologicos en hatos con alta prevalencia
de tuberculosis.
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