oY
ALE

' UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO

FACULTAD DE INGENIERIA PESQUERA Y DE ALIMENTOS
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA DE ALIMENTOS

“APLICACION DEL METODO MOLECULAR DE
LA PCR EN LA DETECCION DE

Mycobacterium tuberculosis EN LECHE
| CRUDA DE VACA”

TESIS PARA OPTAR POR EL TITULO PROFESIONAL DE INGENIERO
DE ALIMENTOS

Por: MARIA ISABEL ACOSTA BENITES

Callao, Peru

2006



R e (GRS LR Bt VS

Td. E&mp\c\ﬂ L 38T

APLICACION DEL METODO MOLECULAR DE LA
PCR EN LA DETECCION Mycobacterium

tuberculosis EN LECHE CRUDA DE VACA



DEDICATORIA

A Dios y a Mis Padres



AGRADECIMIENTOS

A la Ingeniera Daniza Guerrero Alva por su apoyo y guia a lo largo de la
elaboracién del presente trabajo de tesis.

A la Doctora lvonne Guerrero Alva vy al Dr. Roberto Mejia por su apoyo y
guia a lo largo del desarrollo experimental de ia tesis.

A mis padres y hermanos por su constanie apoyo y paciencia.

Al sefior Evaristo Balvino, quien amablemente permitié la toma de muestra

de leche en su sstablo mostrandose colaborador en todo momento.



vi

INDICE
ABREVIATURAS ................................................................................................. 12
RESUMEN ...ttt e e st st st stesaae s s s smssess s s s nes s e sn e s e sasarmtransamnnscmesmmsnn 13
L= INTRODUCCION. ..ottt na et e 14
1 IMPORANCIA. ..ottt e e e e e e et ne e et e e et annnnnnes 16
T2EIProblema...... ... ettt b s 17
1.3 ObietiVOS.. .o e e Atcareseexasaaasenerieesenanaennasates 18
1.3. 1 Objelivo general.. ... .. et ee e aeenn 18
1.3.2 Objeftivos eSPeiifiCOS. . it 18
- ANTECEDENTES. ... et e et es e e e sas e vesasaneeesssasan oemnene 19
2.1 Antecedentes NACIONAIES. ... 19
2.2 Antecedentes internacionales...........ccc e 20
.- REVISION DE LITERATURA. ...c.iat it cameas et cas e e sacanessene e e e casanamsansasnanes 22
3.1 Definicidn delaleche. .. ... e e 22
3.2 Analisis fisico-quimicos de leChe.....ccoorer s 22
3.3 Microorganismos en 2 18Che...........ocoooeiiirie e e 25

3.4 Mycobacterium tUBDEIrCUIOSIS. ..........ooveeeeeereeeeeeeeeeeeireeerereasrevenreensreecone 28



vii

3.4.1 Descripcion del Mycobacterium fuberculosis............coceeovveveicnneecnns 28
3.4.2 Vias de infeccidn de la tuberculosis ..o 31
3.5 Concentracién de bacilos tuberculosos enleche..........coocoiiiiiciieeiinen, 31
3.6 Método de examen enleChe........oceeeeccmiieccceeeeeeeeee e eeaee s cnanaes 32
3.6.1 Examen de microscopio direClO.. ... aenes 32
3.8 2Métodode CUIVO.. ..o 33
3.6.3 Método de inoculacionde animales.........coeeeeeoeeeee e 33
3.7 Reaccion en Cadenade la Polimerasa. ... 34
3.7.1 Etapas de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa....................... 34
3.7.1.1 Denaturacion inicial...........ccooricere i 34

3.7.1.2 Ciclos de amplificacion.........cccoocveereeeeecverrereee e e 35

3.7.1.3 Etapa l: DenaturaCion........c. o ooreieceveceeeeeeneeer e ceeeea 35

3.7.1.4 Etapa ll: HIbridacion. ........ccceeorneeeeeeeeeeeccee s 36

3.7.1.5 Etapa lil: Extengién .............................................................. 36

3.7.1.6 Extension final.... ...t ceneas 3 7

3.7.1.7 Deteccion de los productos de amplificacion............cc.c.... 40

3.7.2 COmMponentes de 18 PCR........ocwioeeeeeeeeeeeeceeeeen oo eseeseesceemnmnene 41



viil

372 1 Muestrade ADN......cooi e 42

3.7.2.2 INiCiadOres O PIIMETS.......ccvvecie e eacereane e aesesaaesssranaananes 42

3.7.2.3 DNA POlIMErasa. ... seceenas 44

3.7.2.4 Deoxinucleotidos trifosfatos (ANTPS)......cccooceiiiiiiciiieceeens 47

728 SaAlBS.. et a s e aeas 47

3.7.26 Buffer de ReacCion... ..o 48

BT 27 AQUAB..cc. et a e e e n e e en e 48

3.7.3 Temperaturas y tiempos de oS CiClOS.......ooovveieceee e 48
3.7.4 Contaminacion enfa POR......cor e 49
IV.- MATERIALES Y METODOS. ....ociuurtrrcenreeseeenessseesarsecsnessensesssssessasssssessmenss 50
A A MAteriales. ...t e e a e en e e n 50
4.1.1 Material parala evaluacidn establo..............ccoo e 50
4.1.2 Material para la evaluacidn del ganado............cocoooiieeiiieccie. 50
4.1.3 Material BIolOGICO. .......ce i s 50
4.1.4 Materiales para el analisis fisico-Quimico..............oveeviveveenineee. 50
4.1.5 Material paraelmétodode laPCR.............iiii e 51

4.2 NEtOdOS. ..o e eeceeeeeessssaeseesasanncmseeansarsesusmennenseastenseenasannens 54



421 Poblacion y MUESITa........c.oooioeeeeceece e ean e 54

422 Bvaluacidn del establo.. ... 54

4.2.3 Evaluacion del ganado VACUNO.......c.cuevevecveiimrcrvennreesosnenssseasassnns 55

4.2.4 Analisis fiSiCO-QUIMICOS.....coovnieeeeee e e 55

4.2.5 Procedimiento de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.......... 59

V.- RESULTADOS Y DISCUSIONES. ... e e e cmcereeee st aesmassencessennns 61
S A RESUHAUOS. ... ettt et e en e e e en e e e aen &1
5.1.1 Resultados de la evaluacion del establo.............cooiiiiie 61
5.1.2 Resultados de la evaluacion del ganado vacuno...........ccooocevenvnnen. 83
5.1.3 Resultados de ias pruebas fisico-quimicas...........cccoiiiivccineieneneens 66
5.1.4 Resultados de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.................. 70
B.2 DISCUSIONEGS.....coeeieieceimeeraeceeecccicsaseene e e sasmenen s sumnanesensmmsneearsaceannssanns 72
V- CONCLUSIONES.......ooeoeeieee ettt sa e aes e anesnasasennneans 74
V.- RECOMENDACIONES. ..o ceeecnae s eceamee v eneeeeereeeesnesesssasseenseasenasess 76
VIll. - REFERENCIA BSBLIOGRAFICA....; .......................................................... 77

IXim ANEXO ...ttt e e e aes et s et s s s s e sas s a s sadasaneannen 82



CUADRO N°

10

11

12

13

INDICE DE CUADROS
TiTULO PAG.
Tipos de enzimas termolabiles...........ccovevveeoceeeceieeee 45
Tipos de enzimas termoestables.............ooooieiiiiiececeeaaes 45
Resultados de la evaluacidn del establo.............oovnns 64
Datos de las 10 vacas en estudio..........ccoceereeecccn e 65
Valores de Ph obtenidos de las 10 muestras..............coene 66
Resultado del analisis de vanianza..........o..cov i 66
Valores de Densidad obtenidos de tas 10 muestras................... 67
Resultado del andlisis de vananza.........ccooociimn s 67
Valores de Acidez obtenidos de las 10 vacas............c..oce 68
Resultado del andlisis de varianza..........cccoooeerieee e 68
Resuitados de las pruebas Fisico-quimicas...........ccoocniicnnn 69
Resultados de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa............ 70

Andlisis de ji-cuadrado..........ooooioie e 71



FIGURA N°

3a

3b

[NDICE DE FIGURAS
TiTULO PAG.
Pasos basicos de la PCR... ...t 37
Termociclador para reacciones de PCR........evviiiieeieeeeee, 38
Amplificacion exponencial del PCR........oooi 39
Amplificacion exponencial det PCR......... 39

Preparacion del corrido electroforético..............oooiiine. 41



Xii

ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

DNTP: Desoxinucieotido trifosfato

DATP: Desoxinucleotido adenin trifosfato

DCTP: Desoxinucleotido cifosin trifosfato

DGTP: Desoxinucleotido guanosin trifosfato

DTTP: Desoxinucleotido tiamin Yrifosfato

EDTA: Etil-n-diamina acido tetra-acético

PBS: Solucion buffer fosfato

PK: Proteinasa K

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

SDS: Duodecil sulfato de sodio

TNE: Tris-sodio-EDTA



xiii

RESUMEN

Con la finalidad de introducir un método rapidc para el diagnéstico de
Mycobacterium tuberculosis en leche cruda de vaca, se ensayé el Método
Molecular de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), en 10 muestras de
leche cruda de vaca tomadas de un establo del distrito de Puente Piedra. Previo al
andlisis molecular se realizaron las siguientes pruebas fisico-quimicas:
detemminacién de pH, densidad, acidez, prueba del alcohol y del azul de metileno.
Se realizé una evaluacidn del establo en donde se realizé la toma de muestras y
una evaluacién de las 10 vacas en estudio. Se determiné que las condiciones del
establo pueden influir en la contaminacion de la leche y en la presencia de
Mycobacterium tuberculosis que con los andlisis fisico-quimicos de rutina que se
realizan al ingreso a planta no son capaces de detectar este microorganismo. Al
aplicar el método de la PCR en las 10 muestras, se observé en una de ellas (L1) la
presencia de Mycobacterium tuberculosis, la cual representa el 10% de la poblacién

en estudio.

Palabras claves: PCR, ADN, Mycobacferium fuberculosis.



I. INTRODUCCION

La leche, antes de su ordefio, s;i el animal estd sano y bien alimentado, es
estéril en el interior de la ubre. Sin embargo, después de su ordefio puede sufrir
contaminacion llegando a superar un nivel de 100,000 microorganismos por mifilitro.
Siendo las vacas, o los ganaderos y el personal que manipulen .!a leche, la fuente de
contaminacion mas importante. En ofras ocasiones, la contaminacion viene
producida por falta de higiene, poca limpieza de las vacas, del medio ambiente, de
los sistemas de ordefio, etc. Cuando se encuentran microorganismos patégenos, el
riesgo para la salud de los consumidores puede ser importante, debido a que se
trata de un producto de amplio consumo, nutritivo y agradable para la mayoria de
personas. El control sanitario de la leche y de sus productos derivados ha sido uno
de los mas estudiados y de los que mas interés despierta por parte de los
investigadores y de los consumidores. Es importante destacar que algunos
microorganismos afectan al ganado vacuno y a otros animales productores de leche
asi como al hombre por contaminacién. Enfre estos patbégenos Haman
especialmente Ja atencion los agentes responsables de la tuberculosis
(Mycobacterium tuberculosis) y de la brucelosis o fiebre de malta (Brucelfa spp.).
Son patégenos claros, gue han estado implicados, a lo largo de la historia, en
procesos infecciosos de gran importancia.

El Mycobacfeﬁum tuberculosis es un bacilo gue puede ser recto 0 algo curvado, con
una longitud que oscila entre 1 y 4 micras, gram positivo, no esporutado, aerobio

estricto, acido aicohol resistenie y de crecimiento lento. Perlenece al orden



16

como primers u oligos) con la misma secuencia que los extremos flanqueantes del

ADN molde. Ademas, pariicipan en la reaccion la enzima Taq polimerasa,

deoxinucledtidos trifosfato (dNTPs), sales y un tampon.

.1 IMPORTANCIA

El proyecto “Aplicacion del Método Molecular de la PCR en la Deteccién

Mycobacterium tubercufosis en Leche Cruda de Vaca” es importante porque;

a)

b)

d)

Permite la determinacién de Mycobactenum tuberculosis en leche cruda

empleando un método de aita sensibilidad y especificidad.

Permite al control especifico de Mycobactenum tuberculosis en leche cruda

identificando a los animales portadores aparentemente sanos.

L.a Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) determina la presencia del

Posibilita fa aplicacibn de procedimientos consecutivos para la
desintegracién de material organico, extraccién de ADN, purificacion del
acido nucleico y amplificacién enzimatica in vitro de un segmento del ADN

del Mycobacterium tuberculosis.

Brinda un mejor control de calidad de ta leche cruda, lo cual contribuye al beneficio

del consumidor.
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Actinomicetal, familia Mycobactericeae y género mycobacterium. El genoma del
Mycobacterium fuberculosis esta compuesto por 4,4 millones de pares de bases y
contiene 4 mil genes con éita contenido de citosina y guanina. Cuando la leche
ingresa a la planta de leche se realizan los siguientes analisis fisico-quimicos
rutinarios para reconocer su t;a!idad: prueba del azul de metileno y dei alcohol,

acidez, medida de pH, densidad, temperatura y grasa.

El empleo de leches crudas para la elaboracion de quesos, se debe a que con la
pasteurizacion se produce una eliminacion de los microorganismos naturales
(importantes para denominaciones de origen por fos aromas y sabores que
producen) y se induce a la desnaturalizacion de proteina propias de la leche,
responsables de matices de sabor, que resultan muy agradables para el
consumidor. Por esto se deben desamollar estudios que permitan evaluar ia

presencia de microorganismos patogenos en la leche cruda.

Una nueva forma de determinar ia presencia de estos microorganismos es ufilizando
el método molecular de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), que es un
método enziméatico que pemmite fa ampiificacién in vitro (aumento del namero de
copias) de una region especifica de ADN. Al final de la reaccién se obtienen
millones de copias de la secuencia de interés.

Las bases tebricas de la PCR son conocidas. En la reaccion intervienen tres
segmentos de ADN: el segmento de doble cadena que queremos amplificar y dos

pequefios fragmentos de cadena sencilla, los oligonucleotidos (conocidos también
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.2 EL PROBLEMA

La leche es uno de jos pocos alimentos que puede ser considerado como
equilibrado, independientemente de la edad de los consumidores. La leche puede
utilizarse como ingrediente para muchos productos alimenticios debido a su alto
valor nutritivo, el cual puede verse afectado con la existencia accidental de uno o
varios tipos de contaminantes fisicos, quimicos y biologicos. La leche desde su
produccion estd expuesta a contaminarse con un sin nimero de microorganismos.
La cantidad de estos microorganismos esta en funcién de las practicas de higiene y
sanidad dadas del manejo, de la manipulacién u ordefiadores, del lugar donde se
realiza el ordefio (establo), de los envases, efc. La contaminacion de la leche puede
ser de dos origenes: mamario o durante el curso de manipulaciones inadecuadas.
Entre los microorganismos que proliferan la glanduia mamaria de la vaca esta
Streptococcus Sp., Staphylococcus Sp., Pseudomonas, Escherichia coli. Otro tipo
de microorganismos que infecta a la glandula mamaria es el Mycobacterium
tubercufosis que puede ocasionar tuberculosis nodular en el humano y también en el
ganado vacuno, Brucella abortus y Coxiella bumetli, que contaminan la leche
durante su produccion. El bacilo tuberculoso de la variedad humana puede
contaminar directamente la leche a partir de los ordefiadores u otros operarios y
llegar al consumidor del mismo modo gue otros gérmenes pafégenos transmitidos
por la leche a menos que se destruya a tiempo con un fratamiento térmico
adecuado. El uso de cultivos convencionales puede realizar la deteccién del género

Mycobacterium con una gran sensibilidad y especificidad pero en un tiempo mayor.
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En consecuencia es fundamental detectar la presencia del Mycobacterium
tuberculosis en leche cruda utifizando un método de alta sensibilidad como lo es la
PCR a fin de evitar que el consumidor contraiga la enfermedad producida por este
microorganismo.

Finalmente, la investigacion efectuada qued( planieada bajo las siguientes
ihterrogantes:

¢ ¢El grado de sensbilidad y el tiempo de duracién que tiene el método
molecular de Ia PCR justifica su aplicacion?

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

- Determinar la presencia de Mycobacferium tuberculosis por el método molecular

de la PCR en la leche cruda de vaca.
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Correlacionar ia presencia de Mycobaclerium Iuberculosis con las
condiciones del establo.
b) Correlacionar la presencia de Mycobacterium tuberculosis con las

propiedades fisico-quimicas de la leche cruda recién ordefiada.



lil. ANTECEDENTES
2.1 ANTECEDENTES NACIONALES

En el Instituto Tecnolégico Pesquero del Perd; Sanchez, N. y Ayala, J. (1996)
aplicaron ia técnica de la PCR en ia deteccidn de patégenos. Reportaron la
estandarizacion de las reacciones de amplificacion para tres patdégenos imporiantes
en alimentos pesqueros: Vibrum cholerae, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes.

Las pruebas fueron realizadas con cepas de los patégenos, que se inocularon en
conchas de abanico y harina de pescado. Los ensayos de especificidad se
realizaron con cepas de otros géneros. Las amplificaciones fueron realizadas en una
parte de la toxina colérica de Vibrium cholerae, en una parte de la secuencia de una
proteina de unidén al ADN para Salmonella spp. y en parte del gen de Ia listeriolisina
0 para Listeria monocytogenes.

La mezcla de reaccion para todos los casos fue preparada usando tris-HCI 10uM,
KCI 50 pM, 0.1gr/100m!} de albimina de suero bovino, MgCh 1.5mM, 200 uM de
cada deoxinucleétido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 1 uM de cada cebador
especifico para el patégeno, con 2 — 10% de lisado de bacteria y 1.5 p de Tagq.
polimerasa, el volumen de reaccion fue de 50 pl.

Las condiciones de desnaturalizacion, hibridacion y extension fueron disefiadas de

acuerdo a los componentes de reaccion.
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chilenos. Y, al mismo fiempo, se mitigaria notoriamente su propagacion entre ios

seres humanos.

Lee, Eun y Choi (1997), sefialan que el méftodo de la PCR puede detectar la
produccién de bacterias patégenas en alimentos con simplicidad, especificidad v
velocidad se compararon diferentes medios y condicione de cultivo a fin de mejorar
la sensibilidad y velocidad de los métoedos de la PCR para la deteccidn de Vibrio
vulnificus en pequefios especies de pulpos. Los medios modificados de la infusion
- cerebro-corazén contenian 2% de NaCl y ajustado a un pH de 8,0 y 30°C fueron
mas efectivos para el enriquecimiento de las bacterias. Los procedimienfos que
afectaban la eficiencia de la exiraccion del ADN de la plantilla y la amplificacion del
ADN bianco fueron también optimizados por estos esfuerzos combinados, un
procedimienio de PCR es capaz de detectar Vibrio wuinificus en bajas

concentraciones, dentro de diez horas posteriores a su desarrolio.



iil. REVISION DE LITERATURA

3.1 Definicion de leche

Segun la NTP 202.08501, (1982) leche es el producto de la secrecidon mamaria, sin
adicién ni substraccién alguna y que ha sido obtenido mediante el ordefio. La
designacion de “leche”, sin especificacion de la especie productora, comresponde

exclusivamente a la leche de vaca.

3.2 Analisis fisico-quimicos de la leche

Las determinaciones que se realizan cominmente en el analisis quimico de la leche,
permiten: comprobar si sus valores responden a las caracleristicas de compaosicion
genuina y a su vez poner al descubierto posibles alteraciones y adulteraciones.

(Silva Jara, José 1980)

- Determinacién de densidad: se puede deteminar por pesado mediante el
empleo del picnémetro, pero el de uso mas generalizado es mediante los

lactodensimetros. (Silva Jara, José 1980)

- Determinacién de Acidez fitulable.- La leche fresca fiene una acidez titulable
equivalente a 13 hasta 20 mL de NaOH 0,1 N/100 mL (0,12 - 0,18 % acido lactico)
debido a su contenido de anhidrido carbénico, proteinas y aigunos’ iones como
fosfato, citrato, etc. Normalmente la leche no contiene acido lactico; sin embargo,
por accion bacteriana la factosa sufre un proceso de fermentacion formandose acido

lactico y ofros componentes que aumentan la acidez titulable. De alli gue esta
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determinacion represenia una informacién valiosa sobre la calidad sanitaria

del producto. (Universidad del Zulia-Maracaibo, 2003).

En una leche normal la acidez fluclia entre 0.15-0.16% siendo su valor maximo de

0.18% expresada en acido lactico. (Silva .Jara, José 1980)

- Prueba del alcohol (reacciéon de estabilidad proteica).- Esta prueba sirve para
determinar la facilidad de coagulacion de leche expuesta al calor; si 1a leche se
coagula en presencia de alcohol significa que no puede ser sometida a tratamiento
térmico. La coagulacién de 1a leche en esta prueba puede ser debida a la presencia
de caiostro, de leche &cida, leche de lactancia avanzada o leche con desbalance de
sales; por ello no se puede depender de esta prueba para aceptar o rechazar la

leche en una planta. (Revilla Aurelio, 1985)

- Determinacidén pH.- El pH normal de la leche fresca es de 6,5 - 6,7. Valores
superiores generaimente se observan en leches mastiticas, mientras que valores
inferiores indican presencia de calostro o descomposicién bacteriana.

La determinacién del pH de la ieche puede hacerse por un método
colorimétrico utilizando indicadores, pero resulta inexacio por la opacidad de la
leche que interfiere en la lectura del color solo da valores aproximados. E! método
méas adecuado es el electromético empleando un electrodo de vidrio en
combinacién con un electrodo de referencia. El potencial se mide directamente en
términos de pH en la escala de un potencidmetro calibrado con una solucion . buffer

de pH conocido. (Universidad del Zulia-Maracaibo, 2003.)
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-Ensayo de reductasa o del azul de metileno.- Esta prueba ha sido mal llamada
“reductasa” cuando realmente esta enzima no interviene en ella. E! verdadero
principio es el siguiente: el potencial de o6xido-reduccién (Eh) de la leche fresca
aireada es de +0,35 a +0,40 vollios (360 a 450 milivoltios), el cual se debe
principalmente al contenido de oxigeno disuelfo en el producto. Si por cualquier
causa ese oxigeno es separado, el Eh disminuye. Esto ocurre cuando los
microorganismos crecen en la leche y consumen el oxigeno. Si el nimerc de
microorganismo es muy elevado, el consumo de oxigeno sera mayor y por
consiguiente el Enh caerd répidamenie; si por el conirario, el ndmero de
microorganismos es pequeiio, el Eh disminuira lentamente.

El principio anterior encuentra aplicacién en la determinacién de la calidad
sanitaria de la leche, ulilizando como indicador de Oxido-reduccion al azul de
metileno (APHA, 1972) este se presenta de color azul en su forma oxidada y es
incoloro en su forma reducida (leucobase). En scolucién acuosa de pH 7,0 su
oxidacién es completa a Eh +0,075 voltios y su reduccion es completa 2 Eh — 0,015

voltios.

En la leche, por existir un pH menor de 7 (6.5 - 6.7), la reduccién completa
del azul de metileno ocurre a un Eh mas positivo, habiéndose demostrado que esto
tiene lugar a un Eh entre +0,075 a +0,225. El tiempo en horas que tarda en pasar el
azul de metileno de su forma oxidada (azul) a la reducida (incolora) bajo condiciones
confroladas es proporcional a la calidad sanitaria de la leche y aunque no es posible

establecer con exactitud el namero de microorganismos, es factible clasificar el
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producto dentro de ciertos grados aceptables o no aceptables, en base a los

siguientes valores:
Buena a excelente..... e mas de 8 horas
Regulara buena.......ccoeeevveervrcvcocrnrcnnecnenne 6 - 8 horas
Acepiable. .. e e 2 -6 horas
M. ..o e Menos de 2 horas

{Universidad del Zulia-Maracaibo, 2003, Hipervinculo:. hitp:/fmembers tripod.com.vefiecnalogiafinfroduccion.him}

3.3 Microorganismos en la leche

El consumo de leche cruda representa el vehiculo principal por el que los bacilos
tuberculosos pasan del animal al hombre. Las vacas lecheras infectadas son con
mucho el reservorio mas importante de bacilos tuberculosos. La incidencia de
tuberculosis en el hombre depende sobre todo de su presencia en el ganado vacuno
y de la cantidad de leche cruda o insuficientemente tratada que consume la
poblacién. Los bacilos tuberculosos de la leche proceden unas veces del medio
exterior contaminado (estiéreol, polvo, etc.) y otras, las mas, de las ubres afectadas;
se ha observado, sin embargo, que los bacilos pueden pasar de la sangre a la leche
a través de la ubre sin lesiones clinicas perceptibles. En términos generales puede
decirse que el 4% aproximadamente de las vacas tuberculina-positivas eliminan
bacilos tuberculosos en la leche, pero que sélo el 25% de los animales que excretan
bacilos presenta lesiones evidentes de la ubre.

El bacilo tuberculoso puede contaminar directamente la leche a partir de los

ordefiadores y otros operarios, y {flegar al consumidor del mismo modo que tantos
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otros gémmenes patdgenos fransmitidos por la leche, a menos que se destruya a

tiemmpo con un tratamiento térmico adecuado. (Magarifios H. 2001)

- Microorganismos derivados de la ubre.

La leche extraida asépticamente de ubres sanas no es estéril, pero solamente
contiene un pequefio namero de bacterias, que se conocen como “microorganismos
de la ubre”. Entre ellos predominan los micrococos y estreptococos, aunque también
son bastantes frecuentes las bacterias corineformes incluyendo Corynebacterium
bovis. Estas bacterias no suelen causar mamitis y no tienen un efecio importante en

la calidad ni sobre el rendimiento lechero.

El contenido bacteriano de la leche recién ordefiada aumenta significativamente por
la mamitis. Los microorganismos causantes entran en la ubre por los pezones a
través del canal del pezdn que esta frecuentemente queratinizado y retiene restos
de leche, aungue la queratina puede tener propiedades antibacterianas. El canal del
pezoén, especiéimente la zona adyacente al orificio, puede ser colonizado por
microorganismos como Staphylococcus aureus, que permanece durante muchas
semanas, confaminado la leche cuando sale de la ubre pero sin penetrar en la
cistemna de leche.

Muchos microorganismos pueden originar mamitis en circunstancias especiales,
pero los mas frecuentes y os que causan las mayores pérdidas econdmicas, son
Escherichia coli, Staphyiocoécus aimeus, Streptococcus agalactiae, Streplococcus

dysgalactiae y Streptococcus uberis.
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Staphyiococcus aureus, Strepfococcus agalaciiae y Escherichia coli son patdgenos
para el hombre aunque no estd clara la patogenicidad de las cepas de
Streptococcus agalactiae y Escherichia cofi causantes de mamitis. Sin embargo, se
ha demosirado que algunas cepas productoras de mamitis de Staphy!ococcus
aureus producen enterofoxinas. Otros patégenos para el hombre causan mamitis
ocasionaimente, entre elios se inciuyen Strepfococcus pyogenes, agente etiologico
de escarlatina y faringitis, Mycobacterium bovis o Mycobacterium tuberculosis,
Nocardia spp. Y Cryptococcus neoformans asi como los enteropatdgenos

Salmonelia, Lysteria monocylogenes, Bacillus cereus y Clostridium perfringes.

- Microorganismos que provienen del medio ambiente

La importancia del ambiente como fuenie de microorganismos en l1a leche crudas
varia considerablemente. Los alimentos y la paja que sirve de cama pueden ser
fuente de microorganismos y en particular, son importantes en relacion con los
microorganismos termoddricos causantes de alteraciones. Las heces, que
contaminan la paja de la cama, y por lo tanto las ubres y la piel del animal, son la
fuente mas importante de enteropatégenos, incluyendo Salmonella y

Campylobacter.
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- Equipos de ordeiio

Los equipos ordefio son una importante fuente de microorganismos en la leche y la
principal de baclerias psicrotrofas Gram negativas causantes de alteraciones

(Varnam 1995).

- Personal

La contaminacién direcia de la leche por las manos de los empleados puede
producirse durante el ordefic manual y mecanico ya que también es posible que la
leche se contamine a través de las manos que tocan las superficies de las

ordefiadoras que contactaran con ia leche (Varmam 1995)

3.4 Mycobacterium tuberculosis

- El género Mycobacterium es adscrito taxonémicamente a las micobacterias, tnico
de ia familia Micobacteriaceae, perieneciente al orden Actinomicetales. Aunque este
orden comprende microorganismos diversos, las micobacterias y taxones
emparentad’osv con ellas se distinguen faciimente del resto por su capacidad de
sintetizar acidos micélicos (N. Rastogi, E. Legrand & C. Sola N. Rastogi, E. Legrand

& C. Sola, 2001)

3.4 1 Descripcion de Mycobacterium fubercufosis.

El genoma de Mycobacterium tuberculosis estd compuesto por 4.4 miliones de
pares de bases y contiene unos cuatro mil genes, lo que constituye un genoma de
tamano considerable, sélo menor al de Escherichia coli en la lista de genomas
bacterianos hasta ahora conocidos. Se han identificado genes involucrados en

regulacién tfranscripcional que indican la capacidad de respuestas adaptadas a
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condiciones cambianies del medio donde la bacteria se encuenire. Una de las
caracteristicas sobresalientes del bacilo de Koch es la estructura de su pared gue la
protege de factores nocives y que estd compuesta por una mezcla compleja de

lipidos, azicares y proteinas (Mancilla, R. 1998)

Casal y col. (1999) mencionan que si bien las micobaclerias en general pueden
variar mucho en su morfologia, desde cocoides pequefos a largos filamentos,
Mycobacterium tuberculosis suele tener una morfologia caracteristica, bacilo
delgado de forma recia o ligeramente curvada en frotis tefiidos, y su tamano suele
ser de 1-4 micras de largo por 0,3-0,5 micras de ancho. Ocasionalmente, forma
ramificaciones verdaderas que se observan en cuitivos enriquecidos y en frotis de
ganglios linfaticos caseosos. Son bacilos acido-alcohol resistentes por lo que la
tincion de Ziehl Neelsen es atil para la coloracion de estos microorganismos
obtenidos de muesiras clinicas o de cultivo. Con esta tincién, los bacilos aparecen
de color rojo brillante sobre un fondo azul. Los bacilos tuberculosos son dificiles de
tefiir con la tincion de Gram, y se observan como bacilos gram positivos con tincion

irregular (Tincién Ziehl Neelsen),

Son bacilos no formadores de esporas, sin flagelos ni capsula. La estructura celular
de Mycobacterium tuberculosis consta de un gruesa pared, separada de la
membrana celular por el espacio periplasmico, con cuatro capas. La mas interna es
el glicopéptido o peptidoglicano con moléculas de N-acetilglucosamina y acido-N-
glucoliimuramico (en lugar del habitual N-acetimuramico) con cortas cadenas de
alanina. Esta capa es el esqueleto de la bacteria que le da forma y rigidez.

»

Externamente, hay otras 3 capas compuestas una por polimeros de arabinosa y
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galactosa, otra formada por acidos micdlicos {(que son acidos grasos derivados, de
gran importancia taxonémica en micobacterias) y otra superficial formada por lipidos
como los sulfolipidos y los micosidos que son al igual que el anterior glicolipidos. No
difiere del resto de las baclerias en cuanto al citoplasma y el ADN nuclear. Las
micobacterias son aerobios estrictos y no crecen en ausencia de oxigeno. La
mayoria de la micobacterias, y entre ellas Mycobacterium tuberculosis, se
desarrolian de forma adecuada en medios simples gue confienen una fuente de
carbono, una de nitrbgeno e iones de metales esenciales entre ellos hiemo y
magnesio. Para el aisilamiento primario de muestras clinicas, se requiere un medio
mas complejo que contenga una base de patata-huevo o una base de agar-suero.
Los bacilos tuberculosos tienen un crecimiento muy lento inciuso en condiciones
optimas y requiere de 10 a 20 dias de incubacion a 37°C. Aunque la proliferacion
puede tener lugar a un pH que oscila entre 6 a 7.6, el pH 6ptimo de crecimiento es
de 7. El tiempo de duplicacién de Mycobacterium tuberculosis en condiciones
6ptimas de cultivo es de 15 a 18 horas, tardando varias semanas (1 a 3) en
aparecer colonias visibles en medios de cultivo. Las micobacterias son muy
resistentes a la desecacion. El medio ambiente en el que se encuentran constituye
un factor muy importante para su viabifidad. Por ejemplo, cuando se exponen a la
luz solar directa, fos bacilos tubercuiosos de ios cultivos son destruidos en 2 horas,
pero si estos estan presentes en el espulo, pueden permanecer viables durante
periodos mas largos. Las micobacterias son mas resistentes a la desinfeccion con
productos quimicos que ofros microorganismos no formadores de esporas,

probablemente como consecuencia de su contenido en lipidos. Son sensibles al
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calor himedo y pueden ser destruidas por temperaturas de pasteurizacion (Casal y

col. 1999).

3.4.2 Vias de infeccidén de Iz tuberculosis

El bacilo de la tuberculosis puede penetrar en el cuempo a través del sistema
respiratorio, el tubo digestivo, el sistema genitourinario, la conjuntiva o la piel.

El sistema respiratorio es la via mas importante, y se puede demosirar la facilidad
con gue se produce la infeccion por esta via tanto en condiciones naturales como
controladas. Las particulas infecciosas que se encuentran en el aire inspirado se
filtran y se depositan en las superficies mucosas de la nariz, la boca y la faringe. Sin
embargo, en la mayor parte de ios casos, las particulas infecciosas que se
encueniran en aerosoles y en el polvo son suficientemente pequefias como para
entrar en los alvéolos y adherirse a eslas superficies mucosas. Después de
depositarse, penetran en los tejidos para establecer un foco primario de infeccién;
desde donde, los bacilos pueden diseminarse, primero a los ganglios linfaticos
regionales y después a otros tejidos (Organizaciéon Panamericana de la Salud,

1963).

3.5 Concentracién de bacilos tuberculosos en la teche

La leche de vacas infectadas contiene, por lo general relativamente pocos bacilos
tuberculosos. Por lo tanto es necesario concentrar los microorganismos presentes

por medio de ia centrifugacion o colocando la muéstra en el refrigerador durante 24
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horas por lo menos. La grasa (o crema) sube a la superficie mientras la mayor parte
de las sustancias extrafias, tales como particulas de tierra, estiércol, leucocitos o
fragmentos de tejidos que se pueden haber originado en Giceras tuberculosas
tienden a asentarse. La mayoria de las bacterias incluyendo los bacilos
tuberculosos, se encuenfran en estas dos capas por eso es conveniente examinar
estas porciones, ya sea por separado 0 en combinacion (Organizacion

Panamericana de la Salud, 1863)

3.6 Método de examen en leche
Los tres métodos empleados para descubrir bacilos fuberculosos en leche segan la

Organizacion Panamericana de la Salud (1963) son:

361 Examen de microscopio directo.- pueden reconccerse los bacilos
tuberculosos por sus propiedades de acido resistencia en los frolis coloreados de
sedimertos de leche. Cuando hay pocos bacilos estos pueden pasar inadvertidos y
atn cuando se descubran debe procederse con cautela en identificarlos como
bacilos {uberculosos. Existen muchos microorganismos saprofiticos y &acido
resistentes, algunos de los cuales ,,puedén encontrarse en leche y son dificiles de
distinguir de los bacilos tuberculosos por su morfologia y capacidad colorante. Se
pueden encontrar cuerpos extrafos en la crema y confundirios con bacilos acido

resistenies.
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3.6.2 Método de cultivo.- el culivo de bacilos tuberculosos; provenienies de
productos lacteos se dificulta a menudo debido a la presencia de otras bacteria que
crecen mas rapidamente que las colonias de bactenas tuberculosas. Estos
microorganismos no acido resistentes pueden ser destruidos por varios métodos sin
dafiar a muchos de los bacilos tuberculosos presentes. Se recomienda fratar la
muestra que se va a cultivar con NaOH seguido por neufralizacion antes del cultivo,
o con NaPQ,. Para el aislamiento primario de los bacilos tuberculosos deben usarse
medios de cultivo que contengan yema de huevo, suero o ambos. Generalmente los
medios de Lowensteim-Jensen, de Dorset, de Petragnami u otros similares que se
usan en firabajos de rutina son salisfactorios para el cultivo de baclenas

tuberculosas.

3.6.3 Meétodo de inoculacion de animales.- la comprobacion de bacilos
tuberculosos por medio de la inoculacion de animales de laboratoric es un método
mas seguro que el método del microscopio o el de cultivo, sobre todo si el nimero
de microorganismos es pequefio o la muestra que se va a examinar contiene
grandes numeros de microorganismos contaminantes centrifugar la ieche puesto a
la venta o las muestras obtenidas de vacas individualmente, combinar ia crema y el
sedimento, inyectar el material, por via intraperitoneal en dos animales por lo

menos.
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3.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de reaccion en cadena de la Polimerasa o PCR se dio a conocer por Kary
Mullis en1983, él cual indica que es una técnica para la sintesis "in Vitro" de
secuencias especificas de DNA con la cual la insuficiente cantidad de ADN ya no es
un problema en los procedimientos de Biologia Molecular ni en los procedimientos

de diagnéstico basados en el estudio de DNA.

La técnica se basa en la replicacion del ADN en los organismos eucariotas realizada
por la DNA polimerasa. Estas enzimas realizan la sintesis de una cadena
complementaria de DNA en el sentido 5> 3" usando un moide de cadena sencilla,
pero a partir de una region de doble cadena. Para crear esta region doble cadena se
usan los denominados iniciadores (primers). Son una pareja de oligonucleotidos
sintetizados de manera que sean complementarios a cada uno de los extremos 3~

del fragmento de DNA que se desea ampilificar.

3.7.1 Etapas de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
A continuacion se describen las diferentes efapas de la PCR:
3.7.1.1 Denaturacion inicial

Algunas veces con el fin de remover sustancias tales como proteasas o
cloroformo en fa muestra, se puede realizar un calentamiento previo a fa reaccién a

95°C por 10 minutos
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3.7.1.2 Ciclos de ampiiﬁcaci6n

El nimero de ciclos en una Reaccién en Cadena de Polimerasa, se determina
tomando en cuenta la concentracion del ADN a amplificar, los iniciadores, los
deoxinucledtidos y la enzima. Un nimero de ciclos excesivo conilevaria al
agotamiento de los primers y de los deoxinuciebtidos, y sobre todo al peligro de ia
degradacion del producto amplificado. Un namero de ciclos reducidos para
muestras con una conceniracion baja de ADN a ampiificar dificulta ia deteccion del

producto amplificado. (Lozada 2002, citado en www.monografias.com).

4.7.1.3 Etapa I: Denaturacién

Es la primera etapa del PCR y consiste en incubar el tubo de reaccién a
temperaturas altas (95°C aproximadamente) por un periodo de tiempo dependiente
del tamario del fragmento de ADN que se desea amplificar. El objetivo de esta etapa
es el de obtener moléculas de ADNk de una sola hebra para gue los iniciadores o

primers puedan unirse con sus secuencias complementarias (Montoya 19986).

En la primera etapa (desnaturalizacion) la doble hélice de ADN se separa en dos
hebras. Para ello se realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas
(93°C-97° C). La renaturalizacién se producira cuando la temperatura disminuya

(Lozada 2002, citado en www.monografias.com)
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3.4.1.4 Etapa Il: Hibridacién

En el segundo paso (hibridacidbn) los cebadores se unen a las zonas 3~
complementarias que flanguean el fragmento que queremos amplificar. Se realiza
gracias a la reduccién de la temperatura entre 50°C y 65°C (Lozada, 2002 citado en

www.monografias.com).

3.7.1.5 Etapa lli: Extensién

La temperatura de exiension depende de la temperatura Optima para la ADN
polimerasa. La enzima Taq Polimerasa, cominmente usada, alcanza su maxima
actividad a los 72° C. El tiempo de exiension depende del tamafio del fragmento que

se desee amplificar (Montoya 1996)

En la tercera etapa (elongacion) se efectta la sintesis de una cadena sencilla
{produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la
direccién 5> 3" mediante la enzima DNA polimerasa, la cual incorpora los
desoxinucledtidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde. Todos

estos pasos se pueden apreciar graficamente en la Figura 1.
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FIGURA 1: Pasos basicos de la PCR (Andy Vierstracte 1999, tomado de

www.monografias.com)

PCR : Polymerase Chain Reaction

30-40 ciclos de 3 pasos:

Paso 1: Desnatur,

1 minuto a 940

Paso 2: Hibiidacis

45 segundos a 54 °C

ililebadores sentido ¢
ardicentidoit

Paso I Exten

2 minulos 3 72 %

solo $HTPs

£y Ve Tl
3.7.1.6 Extensién final
Después del dltimo-ciclo se da lugar a una etapa de extension final de 72° C por 10

minutos, para. permitic que--los: productos. de- amplificacién. parciales: terminen. de
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polimerizarse y obtener una mayor cantidad de ADN. Luego de este periodo, las
muestras pueden ser almacenadas a 4° C hasta su posterior analisis (Montoya

1996).

Este proceso se lleva a cabo en un equipo llamado termociclador (Fig.2). Este
aparato realiza los ciclos en los tiempos y temperaturas programadas de forma

exacta.

FIGURA 2: Termociclador para reacciones de PCR

En las figuras- 3a y 3b, observamos. que una vez completado el primer ciclo,
disponemos de 2 copias de la muestra original, al final del segundo ciclo tenemos 4,
al final del tercero 8...Si los ciclos se producen un numero "n" de veces y

'suponiendo que el nimero de copias de ADN se duplica en cada ciclo, obtenemos
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una cantidad de ADN de 2", por lo que la amplificacién se realiza en forma de
progresion geométrica.

FIGURA 3a: Ampilificacidén exponencial del PCR (de Andy Vierstracte 2001)

. Cualo ciclo
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e tercet cicln T
W s, —————
R B
4 o— & Segunda ciclo
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Pdme‘ ciclo T "'""”""*’35 Cicm
DNA molde ——— srm——
2' copias 2 . _ll = 35 .
2 coplas 2% coi ] 2 = 34000 millones de copias
Copas 2% copias

{&ndy Vierstracte 2001)

Figura 3b: Amplificacion exponencial del PCR (M.E. Gilles-Gonzalez 1997, tomado

de www.monografias.com)
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Es importante recalcar que los productos obtenidos tras Ia'tercera etapa son de dos
tipos:A “producto corto" y “producto largo”. E{ producto corto tiene una longitud
perfectamente definida por los exiremos 5° de los cebadores y contiene
exactamente la secuencia gue se desea amplificar. Es el fragmento que se
almacena de manera exponencial durante la reaccién. El producto largo es el que
incorpora las cadenas de ADN originales de la muestra y cuyos extremos 3" no
estan definidos. Sin embargo, es importante aclarar que al final de la PCR, la
cantidad del producto corto sintetizado es muy superior al producto largo, por lo que

generalmente se desestima.

3.7.1.7Deteccién de los productos de amplificacion

El método mas empleado de deteccidon de los productos de amplificacion es la
electroforesis en geles de agarosa, mediante la cual se logra separar los fragmentos
de ADN de acuerdo a su tamafio molecular y luego de una tincién del ADN con
bromuro de etidio se logra visualizar las bandas de ADN en una camara de luz
ultravioleta. El bromuro de etidio es un agente que se intercala entre las hebras de
ADN vy que fludérese cuando incide sobre las radiaciones ulfravioletas. Cuando el
namero de copias del producto amplificado se encuentre por debajo del limite de
deteccion por bromuro de etidio se puede aumentar la sensibilidad en la deteccion

de! producto amplificado por medio de la técnica de hibridacién (Montoya 1996).

La deteccién del producto de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa se realiza

normalmente mediante corrido electroforético (Fig. 5) dependiendo del tamafio de la
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amplificacion y la resolucion que deseemos, se utilizara diferentes medios (agarosa,
poliacrilamida) a distintas concentraciones. La posterior visualizacion se puede
realizar con bromuro de etidio (Jampara de luz UV), tincion de plata, fluorescencia o

radioactividad (Lozada, 2002 citado en www.monografias.com)

FIGURA N°4: Preparacion ‘del cormrido electroforético

En la actualidad se desarrolian métodos para poder cuantificar el producto de la
PCR, visualizando in situ sobre tejidos (Cao, Y. y col. 2000) lo que hace preever un

mayor uso de la técnica de la PCR.
3.7.2 Componentes de PCR

A continuacién trataremos de profundizar en los componentes y parametros mas

importantes para obtener una amplificacién 6ptima.
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3.7.2.1 Musstira de ADN

Existen una serie de regias sencillas para que el DNA molde no sea un probiema en

{a reaccion:

+ Integridad del ADN: no puede estar fragmentado en frozos mas pequefios
del que queremos ampilificar.

« Origen de la muéstra y proceso de exiraccion: la muestra no debe levar
agentes queiéntes (EDTA) que reducen la concentracion de iones de Mg en
la disolucién. Tampoco debe haber determinados factores sanguineos, fenol,
detergentes, efc.; que inhiban la actividad de la polimerasa.

« Cantidad de la muestra: si se dispone de suficiente cantidad para la
amplificacion de ADN gendmico de copia Gnica se usan cantidades de 100ng
a 500 ng. En el caso de zonas repetidas se puede reducir esta cantidad a
10ng a 50 ng. El minimo oscila enire 10ng y 100 ng. y el maximo entre

400ng v 500 ng.

3.7.2.2 iniciadores o primers.

Los iniciadores o primers son oligonucledtidos pequeitos (15 a 20 nucledtidos) de
cadena simple que se disefian de tal manera que sean complementarios a regiones
que flanqueen al segmento de ADN que se desea amplificar. Cada primer es
complementario al exiremo 3’ OH de una de las dos cadena del ADN molde que se

desea amplificar, de tal manera que el producto amplificado es de doble cadena.



La especificidad del PCR depende del disefio de los primers, se busca dirigir los
primers a regiones presentes solo en el organismo que se desea detectar. Asimismo
los primers no deben ser compiementarios entre si, ni deben formar estructuras

secundarias (Montoya, Y 1996).

Para la eleccion de los primers, exisien una serie de normas que nos pueden
ayudar, aunque hay que indicar también que existen programas de ordenador que

nos facilitan esta tarea (DNAsis, Primer3, etc.).

« El contenido en G + C debe ser aproximadamente del 50%. La relacion
maxima de purinas / pirimidinas serg 60%/40%.

« Deben evitarse zonas con largas secuencias de una sola base.

» No seleccionar cebadores que en su exiremo 37 tenga una importanie
estructura secundaria.

» Se recomienda que los exiremos las Gltimas bases sean G o C.

« Se debe evitar la complementariedad entre la pareja de iniciadores. Si esta
existe entre los extremoé 3" existe la posibilidad de que se formen dimeros
de iniciadores.

« Normaimente deben tener un tamafio de 18-30 pb.

e La Temperatura de hibridacion de los cebadores debe ser similar en ambos y
sera variable en funcién de la secuencia de ios mismos. Generalmente oscila
entre los 45y 60° C.

¢ Si el primer es menor a ZQ pb, la temperatura de fusiéon (Tm), se calcula en

base a la siguiente formula:



Tm=4 (G+C) + 2(A+T)

Siendo G, C, T y A el nimero de cada una de las bases que forman cada uno de los
oligos. La temperatura de hibridacién debe ser aproximadamente 5° menor que la

temperatura calculada.

3.7.2.3 DNA Polimerasa

Son enzimas que sintetizan ADN a partir de un iniciador y una hebra molde. Debido
a los ciclos de altas temperaturas que se aplican a la muestra para denaturar la
doble hebra de ADN, se necesita que la ADN Polimerasa para PCR sea
termoestable, es decir que sea capaz de soportar altas temperaturas (Montoya, Y

1996)

Existen diferentes tipos de DNA polimerasa que llevan a cabo la replicacion del

ADN, siguiendo el mismo método de sintesis. Se pueden clasificar en:

- Termolabiles: T° 6ptima de 37-42° C. Se desnaturalizan con el calor. (Estas se

sefialan en la tabla N°1)



CUADRO N°1

TITULO: Tipos de enzimas termolabiles

J Fragmento Kienow DNA polimerasa
T4 DNA
DNA polimerasa | de DNA dependiente de
TIPO polimerasa
{E. cof) polimerasa | RNA
{E. coli}
(E. coli} {refrovirus}
5->3
Si (baja) Si (baja) Si (medio) Si
polimerasa
5.>3
Si No No Exorribonucieasa
exonucleasa
3->5
Si (baja) Si (baja) St (alta) Exoribenuclessa
exonucleasa

se sefialan en la tabla N°2)

- Termoestables: T° 6ptima de 74 °C. Resiste durante 40-50 minutos a 96°C. (Estas

CUADRO N°2
TiTULO: Tipos de enzimas termoestables
Tag DNA Taqg DNA
Tipo Replicasa Tih polimerasa
polimeras (84 Kda} polimeras (61 Kda)
5>3
Si St Si Si
polimerasa
5> 3
Si No ? ?
exonucleasa
35
No Na No ?
exonucleasa
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Inicialmente se us6 el fragmento Kienow de la DNA polimerasa de Escherichia coli
(Saiki y cols., 1985) la cual posee actividad 37-> 5§~ exonucleasa que le proporciona
la capacidad de cambiar el nucledtido que ha sido erréneamente incorporado. La
importancia de esta actividad radica en gue aumenta la fidelidad de la replicacién
del ADN original. Sin embargo, se trata de una enzima termolabil por lo gue no

soporta los ciclos y temperaturas utilizados en una PCR.

Actuaimente la polimerasa que se utiliza es la Taq polimerasa (Estivil, 1991). Es una
enzima termoestable aislada de Thermus aquaticus (Taq), una bacteria que soporta
altas temperaturas. La Taq polimerasa ha simplificado enormemente la técnica de la

PCR, ya que ha permitido su automatizacién (desarrollo del termociclador).

Como se observa en las Tablas anieriormente descritas, las polimerasas
termoestables, como la Taq polimerasa, carecen de actividad 3"-> 5° exonucleasa,
lo que las hace menos seguras a la hora de comparar las fidelidades. Por ello se

debe intentar conseguir las mejores condiciones como por ejemplo:

No usar un alto nGmero de cicios, ya que la tasa de error es proporcional al

ndmero de estos. Normalmente el ndmero de ciclos utilizado es de 25-30.

» La concentracién de los deoxinucledtidos (dNTPs) debe ser igual paralos 4 y
debe ser la mas baja posible para que nos permita conseguir {a cantidad de
ADN necesaria.

e Disminuir en io posible el tiempo de cada etapa.

» La concentracion de Mg** en la reaccién oscila entre 0,50 y 2,5 mM. Se trata
de un i6n necesario, pero su exceso hace que disminuya la especificidad de

la PCR.
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3.7.2.4 Deoxinuciedtidos trifosfato (dNTPs)

Son esenciales para la reaccién de sintesis del ADN. La concentracion de cada uno

de ellos en la mezcla de reaccion debe ser equimolar (Montoya, Y. 1996).

Son cuatro: dATP, dGTP, dCTP y dTTP. Los dNTPs pueden captar Mg™, por lo que
las concentraciones de ambos componentes deben guardar siempre la misma
relacion. No debemos variar ningunc de ello de manera independients. Se aconssja
que la concentracién de Mg™ sea de 0.5 — 1.0 mM veces superior a la

concentracion de dNTPs (Lozada, 2002)

3.7.2.5 Sales

Es de gran importancia la concentracién de dos cationes que son afiadidos en forma
de sales.

- Cloruro potasico (KCh. Influye en la desnaturalizacién del ADN.

Elevadas concentraciones del ion K' favorece la desnaturalizacion de secuencias
cortas de ADN.

Bajas concentraciones de K ayudan a la desnaturalizacion de secuencias largas de
ADN.

- Cloruro de magnesio (MgCl,). Aumenta la temperatura de hibridacién del DNA. La
concentracion de este jon resulta fundamental para la optimizacion de la reaccion.
Altas concentraciones de Mg** disminuyen la especificidad de la reaccién.

Bajas concentraciones de Mg"" aumentan la especificidad de la reaccion

(Lozada, 2002)
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3.7.2.6 Buffer de reaccion

Por o generai esta formado por: 10 miM tris-HCI (pH=8.4 a T° ambiente), 50 mM

KCl, 0.1% wiv gelatina y 1.5 mM MgCl.

Algunos autores recomiendan el uso de adyuvantes, ios cuales ayudan & aumentar
la especificidad y fidelidad de la reaccidbn en cadena de la polimerasa. El
dimetiisuifoxido (DMSQ) afiadido al buffer de fa reaccién en un 10% coniribuye a ia
disminucion de la estructura secundaria del ADN (Anderson, 1990). También se
pueden usar detergentes como el tween 20, laureth 12 (0.1%) o Tritdbn x10, que
permiten a estabilizar la enzima. Existen también protocolos que incorporan
polietilenglicol (PEG), glicerol, formamida, seroalbimina bovina (BSA), etc., aunque

no son en ningan caso imprescindibles.
3.7.2.7 Agua

Un factor muy importante en PCR es la calidad del agua utilizada, debe ser de alta
pureza, tridestilada, desionizada, libre de ADN contaminante o de ADNsas, todo lote
de agua debe guardarse en alicuotas y debe probarse en un sistema de PCR que

esté funcionando. (Montoya, Y 1996).

3.7.3 Temperaturas y tiempos de los ciclos

Como hemos explicado anteriormente la Reaccion en Cadena de la Polimerasa se
realiza en tres etapas que constituyen un ciclo, que repite durante un namero de 30

ciclos. £l tiempo, la temperatura y &l nimero de ciclos son factores determinanies
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en los resultados de la PCR, por lo tanto modificdndolos podemos optimizar la

reaccion.

Las primeras reacciones se realizaban manualmente cambiando continuamente los
tubos de un bafio Maria a otro de diferente temperatura (la temperatura de
desnaturalizacion, la de hibridacion y la de elongacidn). El proceso resuliaba
demasiado tedioso y era dificil alcanzar las temperaturas y los tiempos correctos,

por fo que se desarroli6 el termociclador gue lo hacia de manera automética.
3.7.4 Contaminacién en la PCR

La Reaccion en cadena de la Polimerasa es una técnica muy sensible, por lo que es
de gran importancia evitar contaminaciones, ya que es posible que el ADN no
deseado (aunque se encuentre en una cantidad muy pequefia) se amplifique y
obtengamos un resultado que no sea real. Vemos una de las mayores veniajas del

método, se convierte & la vez en e} principal inconveniente (Kwok e Higuchi, 1889)

Existen una serie de normas que ayudan a evitar 1as contaminaciones, como ias que

se citan a continuacion

Lugar fisico para realizar fa PCR.

Uso de instrumental exclusivo para la PCR.
Utilizacion de reactivos y tubos estériles.
Uso de guantes por el manipulador.

Realizaciéon de controles blancos {se afiade agua en lugar de ADN, no debe existir

amplificacién} {(Lozada 2002).



V. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES
4.1.1 Material para la evaluacidn del establo

- Se utilizé una ficha de evaluacién del establo {(Anexo A)
4.1.2 Material para Ia evaluacion del ganado

- Se utilizaron fichas de identificacién de las vacas (Anexo B)
4.1.3 Material biolégico
Leche cruda de vaca, procedente del establo San Carlos, ubicado en ia avenida
Rosa Luz, distrito de Puente Piedra.
4.1.4 Materiales para el analisis fisico-quimico

- Probeta 500 ml.

- Pipetas 10 ml.

- Tubos de Ensayo.

- Beackers 100 mi.

- Tubos de Ensayo.

- Cradilla.

- Termometro.

- lLactodensimeiro QUEVENNE.

- Bafio Maria.

- Hidroxido de sodio 0.1N.

- Azul de metileno.

- Fenolftaleina 1 %.



- Alcohol al 68%.

- Agua Destilada.
4.1.5 Materiales para el método de ia PCR

- Frascos. |

- Pipetas Pasteur

- Pipetas 10 ml.

- Espatulas.

- Tubos Eppendorf 1.5 ul, 0.2 ul

- Pizetas.

- Guantes quirdrgicos.

~  Papel Parafilm.

- Gradillas.

- Dispensador.

- Guantes Térmicos.

- Papel filtro.

- Espétula de Madera.

- Agujas hipodérmicas.

- Mascarillas.

- Gorro.

- Guardapolvo.

— Bafo Maria.

— Microcentrifuga 10 000 RPM.

- Micropipsetas 0.1-10 ul, 40-200 ul, 200-1000 ul.
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Tips 0.1-10 ul, 40-200 ul, 200-1000 ul.
Termociclador.

Camara Electroforética (100 voltios)
Ulira congeladora (-36°C).
Refrigeradora.

Transiluminador.

Lampara de rayos ultravioleta.

Estufa.

Horno Microondas.

Phmetro

Timer.

Portagel.

Peine (pozos).

Fuente de poder (110 V).

Balanza.

Ventilador.

TNE (iris sodio EDTA, pH 8).

PBS (Solucién de buffer fosfato, pH 7.4).
SDS 10% (Duodecil sulfato de sodio, pH 7.2).
Proteinasa K (concentracion de 20 mg/mt.).
Cloroformo.

Aicohol isoamilico.

Fenol (pH 8).



Acetato de sodio 3M (pH 8).
Etanol absoluto helado.
Enzima Taq. Polimerasa.
Master Mix:

- Agua desionizada.

- Buffer 10x.

- MgCl,.

- Cebadores (sentido y antisentido).

DNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).

ADN muestra.

- (el de Agarosa.

- Buffer de corrido.

- TAE (tris acetato EDTA. pH 8.2).
- Bromuro de etido.
- Loading buffer.

Marker.
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4.2 Métodos
4.2.1 Poblacién y muestra

- Poblacién

La poblacion estuvo constituida por 10 vacas aparentemente sanas de raza Holstein
algunas de ellas con reaccién positiva a la prueba de tuberculina (un afio antes de
realizarse el estudio), a las cuales se les exirajo las muesiras de ieche con el fin de
investigar sus propiedades fisico-quimicas y la presencia de WMycobacterium
tuberculosis.

La toma de muesiras de leche fue en horas de la tarde (de 2:30 pm. a 5:30 pm.),

intervalo de tiempo en el cual se realiza el segundo ordefio en el establo estudio.

- Muestra
Fue materia de estudio del presente provecto 10 muestras de leche cruda obtenida
de 10 vacas aparentemente sanas. Se colectd 500 ml. de leche para el andlisis

fisico-quimico y 30 ml. para el método molecular de la PCR.
4.2.2 Evaluacion del Establo:

Se evaluaron algunas caracteristicas del establo tales como: instalaciones

(manutencion y buena distribucion) (Anexo A}
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4.2.3 Evaluacién del Ganado Vacuno:

Se realiz6 mediante el uso de la ficha de calificacion de las vacas (Anexo B).

4.2 4 Anélisis fisico-quimicos

Toma de muestra

Se tomd aproximadamente 500 mi. de leche recién ordefiada (AQAC, 1981) las
cuales fueron colectadas en envases de plastico. Las muestras fueron
minuciosamente codificadas antes de ser sometidas el analisis fisico-quimico en el

laboratorio de Investigacion y Diagnostico molecular MAMLAB.

Se realizaron las evaluaciones que comprenden los anélisis rutinarios de la leche al
ingreso de la planta tales como: pH, acidez, densidad, prueba del alcohol y la
prueba del azul de metileno. La toma de muestra se realizé una vez y por cada

muestra se realizd cinco repeticiones para el analisis fisico-quimico.

- Determinacién del pH: (AOAC, 1982).

Procedimiento:
1. Preparar el potenciometro de acuerdo con las instrucciones del aparato y
haciendo la calibracion con la solucion buffer de pH conocido (4 y 7).
2. Ajustar el control de temperatura del aparato a la temperatura de la muestra.

3. Medir el pH y anotar los resuitados
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- Determinacidén de la acidez titulable: (NTP 202.09 Leche. Ensayo de acidez,
1981)

1. Se mide o pesa una cantidad adecuada (aproximadamente 10 cm® 6 10g) de
muestra en un recipiente conveniente y se diluye al doble su volumen con
agua libre de CO,.

2. Se afade 6 gotas de fenolftaleina y se titula con fa solucion de hidréxido de
sodio 0.1 N hasta viraje a un color rosa persistente. La titulacion debe
hacerse contra un fondo blanco.

Célcutos:

Porcentaje de acidez de la leche se calcula mediante la ecuacion siguiente:

A=V xMNx0.0090 X 100
q
Donde:
A= Acidez en gramos de la solucién de acido lactico/100 cm® o 100 g de leche.
V= Gasto de la solucién 0.1 N de hidréxido de sodio en cm®.
N= Normalidad de la solucién de hidroxido de odio.
0.0090= Factor de acido lactico.
g= Cantidad de muestira, en peso.
Se informa la acidez de la muestra, expresandola en gramos e acido lactico por

100g de leche.
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- Determinacidn de densidad (AOAC 925.22, 1990)

Enfriar la muestra asignada a una temperatura por debajo de 15°C vy
transferiia a un cilindro graduado de 500 ml. evitando ia formacién de
burbujas.

Introducir el lactodensimetro en la muestra dejandolo flotar libremente por 30
segundos, teniendo cuidado de que no se adhiera a las paredes del
recipiente y de que no permanezcan burbujas en le superficie del liquido.
Tomar la lectura iactometrica.

En caso de que ia lectura se tome a una temperatura diferente a la lectura de
gradacion del lactodensimeiro deben hacerse las correcciones
correspondientes utilizando el factor de conversién + 0.002 por cada grado
que la temperatura de medicion difiera de la temperatura de calibracion del

termémetro.

- Determinacion de la prueba del aicohoi: (NTP 202.030 Leche. Ensayo

Preliminares: Ebullicién, Alcohol, Alizarol, 1979)

- Se colocan en un tubo de ensayo, partes iguales de leche y alcohol. Se mezclan,

invirtiendo el tubo una o dos veces y sin agitar. Se observa si la ieche coagula.

Se informa si la leche coaguta o no.

- Prueba del azul de metileno: (NTP 202.014 Leche cruda. Ensayo de reductasa,

1998)

1.

En un tubo de ensayo se introducen asépticamente 1 cm® de leche y 1 cm®

de la soluctén de azul de metileno.
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Se tapa el tubo de ensayo con el tapén de jebe y se mezcia invirtiendo el
tubo 2 veces y poniéndolo luego en su posicion normal.

Se sumerge el tubo en bafio Maria (manteniendo a una temperatura de
37°C), hasta que ef nivel del agua del bafic Maria sobrepase en 1 cm. E!
nivel del contenido.

Se invierte cada 30 minutos el tubo hasta cuando no se note indicios de
reduccién poniéndolo luego en posicion normal. Esta operacion tiene por
objeto obtenef una mejor distribuciéon microbiana y ya no se realiza en los
tubos en que la reduccién ha comenzado.

. Se anota el tiempo franscurrido hasta la reduccion completa del azul de
metileno. (Se considera reduccion completa cuando el total o por io menos la
4/5 partes del liquido contenido en el tubo se encuentra de color blanco).
Como se utilizan dos tubos conteniendo el primero 10 cm® de leche y 1ocm?®
de la solucion de azul de metileno y el segundo 10 cm.® de leche y 1 cm® de
agua destilada previamente calentada en bafio Maria en ebullicion para
destruir Ila accion reductora natural de ia ieche.

. La comparacion del tubo que tiene la muestra en ensayo, con el primero de
los tubos testigo, indicara el inicio de la reduccion, y con el segundo et final

de ja misma.
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4.2.5 Procedimiento de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa: (Anexo C)

- Toma de muestra

Se fomé aproximadamente 30 ml. de leche recién ordefada las cuales fueron
colocadas en frascos de vidrio, esterifizados mediante exposicibn a rayos
ultravioleta (uv) y manipulados en todo momento con guantes. Las muestras fueron
minuciosamente codificadas antes de ser sometidas al estudio molecular en el

laboratorio de Investigacion y Diagnostico molecular MAMLAB.

a.- Extraccién y Purificacion del ADN

El material bioldgico (leche cruda) fue sometido a digestion enzimatica con una
proteasa {proteinaza K), para ia degradacion de ias proteinas, un deiergenie {SDS)
al 20% y TNE los cuales degradan la parte lipidica de la membrana celular, luego
fue llevado a una temperatura de 56°C durante una hora, posteriormente se purifico
el ADN con una mezcla de fenol (200 ul) y cloroformo:aicohol isoamilico (en
proporcion de 24:1), para la degradacion de restos de proteinas y lipidos del nicleo
que hubieran quedado; luego se precipitd el ADN con etanol absoluto (600 ul) y
acetato de sodio 3M (60 ul) a —36°C durante dos horas (o toda fa noche), finalmente

se liofilizé y resuspendi6 con 100 ul de TE.

b.- Reaccién en Cadena de la Polimerasa:
El ADN obtenido de cada muestra fue incorporado a una mezcla compuesta
por acetato de sodio (para la precipitacion del DNA) y etanol helado, luego se

centrifugd y se procedié a eliminar el sobrenadante, y fue resuspendido en agua
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destilada e incorporado a una mezcla de reaccion la cual se prepard en un volumen
de 50 ul, bajo las siguientes condiciones: 100 pmol de cada cebador, 200 mM de
dNTP, 2.5 U de DNA polimerasa, 5 ul del ADN en estudio, buffer PCR 1X y 3miM de
MgCl.., para luege proceder a la amplificacién det segmento de ADN en estudio del
Mycobacterium.

La mezcla se sometié a 30 ciclos de amplificacion constituidos por un paso de
desnaturalizacién del ADN a 94°C durante un minuto, hibridacién de los cebadores a
55°C por un minuto y la extension de los cebadores a 72°C por un minuto en un
termocictador Applied Biosystem modelo 9700. En el estudio se empied controles
positivos, negativos y blancos conocidos, con cada muestra. El control positivo lo

constituira un cultivo positivo de bacilo tuberculoso.

¢.- Electroforesis:

Se tomd una alicuota del producto de amplificaciéon y de un marcador de peso
molecular conocido ios cuales fueron sometidos a un corrido en gel de agarosa al
4% y coloreados con bromuro de etidio, en una cdmara de electroforesis para
detectar los productos de amplificacién. Una banda correspondiente a un fragmento
de 164 pares de bases (pb) fue observado con ia ayuda de un transiluminador con
luz ulfravioleta para el producto de amplificacién del segmento del gen del
Mycobacterium tuberculosis en los casos positivos.

Se emplearon para cada caso controles positivos, negativos y blancos conocidos. El

control positivo lo constituyd una muestra del bacilo tuberculoso.



V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Resultados

5.1.1 Resultados de ia evaluacion del estable

El esiabio cuenia con una pequeﬁa area para los becerros. Se observa que el
establo no posee piso de cemento sino que estad cubierto de tierra. Las horas de
ordefio de las vacas en el establo San Carlos son: 4:00 am.-6:00 a.m.y 2:30 p.m.-

5:00p.m.

Se observé que en el estabio se encuentran también otros animales tales como:

patos, gallos, gallinas, palomas y perros.

El ordefio es realizado por una sola persona, cuyos datos se citan a continuacién

en:

<

Datos del ordefiador

Nombre Paulino Nava
Procedencia Ayacucho
Presenta alguna enfermedad No

Carnet de sanidad Si
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La alimentacion de las vacas, consiste de una mezcla de forraje, harina de pescado,
soya, afrecho, pasto de algoddn, maiz industrial, panca seca molida, chala y hojas
de camote.

El establo con que se trabajé todas las muestras experimentales, tuvo un area

aproximada de 1 hectérea. La evaluacion del establo se realizd un totat de 10 veces.

Se observd que el establo presentaba un area por animal mayor de 30 m? con
mandil y el comedero tiene un espacio menor de 0.80 m. por animal, ausencia de
sombra en el corral, va sea techada o por arbolera. Los bebederos son cilindros de
acero, el estado de conservacidn del corral es regular, piso y mandil seco con
remocién diaria de estiéreol. Los comederos limpios y los bebederos con agua

limpiay fresca

SALA DE ORDENO:

El ordefio se realiza en el mismo lugar donde se alimenta al ganado vacuno, el cual
presenta un mandit de cemento, con canaleta de desagiie, dispone de agua potable,
El comedero en la sala de ordefio es de alimentaciéon colectiva, libre de agentes
contaminantes en su proximidad tales como: estiércol, aguas residuales, aguas
estancadas, basura, efc., ya que se realiza una limpieza de la zona antes del ordefio
y esto se verificé antes de cada toma de muestras, siendo un promedio de 10 veces

cada verificacién. Los pisos limpios con ligera produccién de polvo.
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UTENSILIOS:
Los utensilios utilizados en el ordefio se encuentran en buen estado y dispone de
todos los accesorios necesarios para el ordefio tales como paros limpios, mandil

para el ordenador y recipiente para la recepcion de la leche.

LECHERIA O CASA DE LA LECHE

Los pisos, paredes y techos de la lecheria o de la casa de la leche son lisos y sin
grietas. La iluminacion es buena. Tiene agua potable, pero no agua caliente.
El enfriamiento de la leche se realiza a menos de 10°C. La lecheria presenta buena

limpieza y libre de malos oiores.

ORDENO Y MANIPULACION DE LA LECHE:

Los manipuladores presentan una falta de higiene en especial de las manos. La
leche luego de ser ordefiada es conducida después de pasar aproximadamente 30

minutos a la zona de acopio.

5.1.2 Resultados de la evaluacion del ganado vacuno

Los datos recopilados de las 10 vacas se muestran en el cuadro N°3:



CUADRO N° 3: Resultados de la evaluacion del ganado vacuno.

Limpieza
Las vacas
) general
estan dentro L
Con (Rastro | Limpieza
del control
i apariencia ) generaide | delas
oficial para la .
Raza |Edad |Peso| sanay .. | suciedad, | ubresy
erradicacion » .
ubres estiéreol areas
dela
normales . pegado, |cercanas
tuberculosis
. pelos
y brucelosis
sueltos)
L1 |Holstein; 6 450 St
L2 |Holstein| 5 500 Si Si estan en
L3 |Holstein| 3 300 St el programa
L4 | Holstein{ 4 400 Si de
_ _ ... | Enel50% Enel
L5 |Holstein; 5 500 Si erradicacion
. de las 50% de
L6 Holstein] 7 500 Si pero ain
: . vacas las vacas
L7 |Hoistein|, 6 560 Si tiene
L8 |Holstein| 6 | 450 Si animales
L9 |Holstein| 4 | 450 Si enfermos
L10 | Holstein| 5 350 Si

Fuente: Elaboracidn propia




A continuacién se muestran datos adicionales de las 10 vacas en estudio, en &l
cuadro N° 4:

CUADRO N° 4: Datos de las 10 vacas en estudio

Niamero de Litros de leche Tipo de Tiene
o . enfermedades cuidado
pariciones producidos padecidas veterinario
L1 3 20 ninguna Si
L2 2 25 ninguna Si
L3 1 15 ninguna Si
L4 1 16 ninguna Si
LS 2 16 ninguna Si
L6 4 18 ninguna Si
L7 3 14 ninguna Si
Antecedentes
L8 3 25 de tuberculina Si
positiva
Antecedentes
L9 1 18 de tuberculina Si
positiva
Antecedentes
L10 1 6 de tuberculina Si
positiva

Fuente: Elaboracion propia
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5.1.3 Resultados de las pruebas fisico-quimicas
a.- Determinacién de pH: En el cuadro N° 5 se muestran los valores de pH
obtenidos de las 10 muestras de leche tomadas:

CUADRO N° 5: Valores de pH obtenidos de las 10 muestras

MUESTRAS DE LECHE
L1 L2 L3 L4 L5 LS L7 L8 Le L10
6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.0 6.5 6.5 6.5
6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.0 6.5 6.5 6.5
6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.0 6.5 6.5 6.5
6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.0 6.5 6.5 6.5
6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.0 6.5 6.5 6.5

Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo con los resultados del andlisis de varianza (cuadro N° 6), los promedios
de pH de las leches procedentes de las 10 muestras de leche evaluadas difieren
estadisticamente con un nivel de significancia del 5% ( Anexo N°D).

CUADRO N° 6: Resultados del analisis de varianza (Anexo N°G):

Fuente de Grados de Sumatoria de Cuadrados Fe
variacion libertad cuadrados medios
Entre 9 1.125 0.125
muestras
Error 40 0 0 %
Total 49 1.125

Fuente: Elaboracién propia
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b.- Para la Densidad: En el cuadro N° 7 se muestran los valores de densidad

obtenidos de las 10 muestras de leche fomadas:

CUADRQO N° 7: Valores de Densidad obtenidos de las 10 muestras

MUESTRAS DE LECHE

L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 L8 LS | L10

1.046 1 1.032 | 1.037 | 1.034 | 1.030 | 1.030 | 1.030 ) 1.030 | 1.029 | 1.029

1.042 11.03211.037{1.032}1.032|1.032 | 1.030|1.029 | 1.029 | 1.029

1.046 | 1.030 | 1.037 1 1.034 | 1.030 | 1.030 | 1.030 | 1.030{ 1.028 | 1.029

1.048 | 1.034 | 1.037 | 1.034 | 1.028 | 1.030 | 1.030 | 1.031 | 1.031 | 1.029

1.048 ; 1.032 | 1.037 {1 1.036|{1.030 | 1.028 | 1.030 | 1.030 | 1.029 | 1.029

Fuente: Elaboracion propia
De acuerdo con los resultados del analisis de varianza (cuadro N° Hj), los
promedios entre densidad de fas 10 muesiras evaluadas no difieren

estadisticamente con un nivel de significacion del 5% (Anexo N°E).

CUADRO N° 8: Resultados del analisis de varianza (Anexo G)

Fuente de Grados de Sumatoria de Cuadrados Fc
variacion libertad cuadrados medios
Entre 9 1.248*10° 1.387*10°*
muestras
Error 40 0.0247 6.175*10" 0.225
Total - 49 0.0259

Fuente: Elaboracion propia
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c.~- Para la Prueba de acidez: En el cuadro N° 9 se muesiran los valores de acidez

obtenidos de las 10 muestras de leche tomadas:
CUADRC N° 9 Valores de acidez (gr. acido lacticoM00 gr. de muestra)

obtenidos de las 10 muestras

MUESTRAS DE LECHE

L1 1.2 L3 L4 LS Lé L7 L8 LS | L10

0.162 {0.180 ;0.180 {0.162 | 0.180 | 0.180 |0.180 | 0.180 { 0.153 | 0.180

0.17110.171 {0.171 10.171 |0.171 {0.162 | 0.153 {0.153 | 0.144 | 0.180

0.180 {0.144 {0.18910.180 {0.162 | 0.171 {0.153 | 0.165 }0.135 | 0.177

0.171 10.165{0.189 {0.171 {0.180 | 0.171 |0.162 | 0.165 | 0.153 | 0.171

0.171/0.1650.171 {0.171 ;0.162 {0.171 | 0.162 |0.162 {0.135 |0.177

Fuente: Elaboracién propia

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza (cuadro N° 10), los
promedios entre acidez de las 10 muestra difieren estadisticamente con un nivel de
significancia del 5% (Anexo F).

CUADRO N° 10: Resultados del anélisis de varianza (Anexo G):

Fuente de Grados de Sumatoria de Cuadrados Fc
variacion libertad cuadrados medios
Entre 9 50675 0.631
muestras
Error 40 -50667 -0.142 -4.444
Total 49 810° '

Fuente: Elaboracién propia
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- Para la prueba del aicohol: Se observd que las 10 muestiras de leche (cada una

con § repeticiones) no coagularon.

-Para la prueba del azul de metileno: Se observé la reduccion del azul de metileno

en [as 10 muestras de leche (cada una con 5 repeticiones) cada 30 minutos.

- Los promedios de las pruebas de pH, densidad y acidez; asi como de la prueba dei

alcohol y azul de metileno se muestran en el cuadro N° 11.

CUADRO N° 11: Resultados de las pruebas fisico-quimicas

densidad | Acidez (gr. de Prueba del | Prueba del Azul
Muestra| {gricm®) | acido lactico) pH alcohol de metileno
Min. 1.0296* | Min. 0.14*

Lo Max. 1.0340 Max. 0.18 6.5 |No coagulable®*! Min. 3 horas*

L1 1.046 0.170 6.5 No coagula Muy buena

L2 1.032 0.165 6.5 No coagula Muy buena

L3 1.037 0.180 6.5 No coagula Muy buena

L4 1.034 0.171 6.5 No coagula Muy buena

L5 1.030 017 6.5 No coagula Buena

L6 1.030 0.171 6.5 No coagula Buena

L7 1.030 0.162 6.1 No coagula Aceptable

L8 1.030 0.165 6.5 No coagula Buena

L9 1.029 0.144 6.5 No coagula Muy buena

L10 1.029 0177 6.5 No coaguia Aceptable

* Segln Norma Técnica ITINTEC N° 202.001, 1991.Leche cruda requisitos.
**Segtin AOAC (1982)



5.1.4 Resultados de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
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De las 10 muestras estudiadas por el método de la Reaccién en Cadena de la

Polimerasa se detecté un caso positivo para el ADN del Mycobacterium tuberculosis

la cual correspondia a la muestra de leche proveniente de la vaca N°1, con

codificacion “L1”, la cual no presentaba antecedentes de tuberculina positiva (Anexo

H). Los resultados se consignan en e} cuadro N°12:

CUADRO N¢ 12: Resultados de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Cédigo de ADN- Mbt Control + Control - Control

muestra blanco
L1 positivo Positivo Negativo Negativo
L2 negativo Positivo Negativo Negativo
L3 negativo Positivo Negativo Negativo
L4 negativo Positivo Negativo Negativo
L5 negativo Positivo Negativo Negativo
L6 negativo Positivo Negativo Negativo
L7 negativo Positivo Negativo Negativo
L8 negativo Positivo Negativo Negativo
L9 negativo Positivo Negativo Negativo
L10 negativo Positivo Negativo Negativo

Fuente: Elaboracion propia
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Esta etapa no conté con repeticiones por la alta sensibilidad de la prueba, que es

del orden del 89,9 por ciento. Para evaluar si la poblaciéon (ganado vacuno) proviene

de una poblacién normal se realizé una prueba de ji-cuadrado:

Donde:
O;: Observados.

e;: Esperados.

k

X2= ¥ (O;—e)?

=1

CUADRO N° 13: Analisis de ji-cuadrado

Muestras de

L1 L2 L3 L4

L6 L7 L8 L9

leche L10

Observados 1 0 0 0 0 0 0 0
(Oi) 0

Esperados (ei) | 1 1 1 1 1 1 1 1

Xe=9

X(9)0.05 = 16.919 (Anexo J)

Al aplicar la prueba de ji-cuadrado se determind que las muestras tomadas siguen

una distribucion normal (Anexo 1).
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5.2 Discusion de Resultados

— Elestudio realfzado por el instituto de Investigacion Paselo (2000), indica que
los bacilos tuberculosos de la leche proceden unas veces del medio externo
contaminado con estiércol, polvo, etc. y otras de los ordefiadores y
operarios, lo cual contribuye a la contaminacion del alimento que consume el
ganado pasando luego a la leche. En el establo en estudio no poseia piso, lo
cual contribuyé a la contaminacién de ia leche, ademas de encontrarse
expuesto a todas las personas que llegaban a adquirir la leche; [a
contaminacion podia proceder del personal que realizaba el ordefio ya que
aunque contaba con carnet de sanidad, este no garantiza que el poseedor

tenga tuberculosis.

— El valor normal de pH de la leche segin Hayes 1992 es de 6.5, la cual es
normal en 9 de las 10 muestras de leche tomadas, observandose que la
muestra L7 tiene un valor de pH de 6.0, lo cual indica la presencia de otros
microorganismos. Los valores de pH no difieren debido a que el tiempo en el
que se realiz6 el analisis era el mismo para todas las muestras analizadas.
La muestra L1 presenta un valor de pH normal, lo cual nos indica que esta
prueba no es un indicador de la presencia de Mycobacterium tuberculosis ya
que este no afectaria el valor de pH.

— Los valores de acidez de las 10 muestras de leche se encuentran en el rango

establecido en la Norma Técnica (ITINTEC N° 202.001, 1991 Leche cruda
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requisitos), lo cual indica que la presencia de Mycobacterium tuberculosis no
influye en el valor de acidez de la leche.

La prueba del alcohol resulté negativa para todas las muestras de leche, lo
cual indica que la leche es estable al calor, segiin MIF, 1964. Segin Revilla,
1985, una reaccidon positiva depende de la presencia de calostro, leche
acida, leche de lactancia avanzada o leche con un desbalance de sales; y
no precisamente a la presencia de microorganismos, lo cual hace que esta
prueba tampoco seria sensible a ia presencia de WMycobacterium
tuberculosis.

En la prueba del azul de metileno se observé que fas muestras L1, 1.2, L3,
L4 y L5, tienen una calificaciéon de muy buena; es decir, el azul de metileno
no ha sido oxidédo por la presencia de microorganismos, a pesar de que la
muestra L1 presenta el Mycobacterium tuberculosis. Para el caso de la
muestra L7, la cual tiene ia calificacion de aceptabie, Ia reduccién del azul de
metileno se debe a la presencia de microorganismos capaces de reducir el
azul de metileno y que estan presentes como contaminantes, generalmente

del tipo coliformes.



Vi. CONCLUSIONES

Las 10 muestras se tomaron en condiciones de esterilidad por lo cual se
concluye que las condiciones del estab!o’contribuyen a la presencia de
Mycobacterium tubercufosis, ya que el ganado y su alimento se encuentran
expuestos al contacto con diferentes personas que acuden al establo para
adquirir leche y con otros animales que se encuentran en el lugar.

La vaca con Mycobacterium tuberculosis no mostré sintomas visibles de
presentar este patdgeno, lo cual podria sugerir que es un animal portador.
Los valores de pH, acidez y densidad se encuenfran en los parametros
establecidos, por lo que se concluye que estos analisis rutinarios no dan
indicios de la presencia de Mycobacterium tuberculosis en leche cruda.

Los valores de pH no varian debido a que los analisis de las 10 muestras y
sus respectivas repeticiones se realizaron con un intervalo de tiempo muy
corto (menos de un minuto).

Se observa un incremento anormal de la densidad en la muestra de leche
L1, esto se debe a la presencia de inmunoglobulina, las cuales se han
generado por fa propia enfermedad. Para el caso de las vacas cuyas
muestras corresponden a L8 y L10 se observé que acusan una menor
produccion de leche y menor densidad (tanto en sélidos no grasos como
solidos grasos), esto se debe a que a estas vacas se les han venido

suministrando antibidticos para el tfratamiento de tuberculosis bovina.
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El ensayo del azul de metilenc es una prueba que no permite determinar la
presencia de Mycobacterium tuberculosis ya que la leche contaminada con
este microorganismo tiene un calificativo de muy buena.

La prueba del alcohol depende de muchos factores, lo cual hace que este
andlisis no indique la presencia del Mycobacterium tuberculosis pues no
afecta la estabilidad de la leche.

El uso de PCR ayuda a tomar decisiones rapidas debido al diagnéstico
confiable que realiza, o cual permite controlar la infeccién y prevenir la

diseminacion de la enfermedad en el establo, en el menor tiempo posible.



Vil. RECOMENDACIONES

Debido al nivel de peligrosidad del Mycobacterium tuberculosis y a ia exiremada
sensibilidad del método de la PCR, se sugieren medidas de laboratorio

encaminadas principaimente a evitar el contagio y la contaminacion de ia muestra

o El laboratorio debe estar adecuadamente ventilado e fluminado y contar con
servicios adecuados, funcionales y operativos de agua, luz y gas.

o El personal debe usar mandiles cerrados por delanie y de mangas largas,
mientras ejecuta el trabajo.

o Elcabello debe estar protegido con un gorro de uso obligatorio.

o No usar ningun tipo de joya mientras se esta trabajando en el laboratorio, ya
que estos pueden producir accidentes o contaminarse facilmente con las
muestras clinicas o cultivos.

o Por el tipo de riesgo (nivel tres de bioseguridad), se debe utilizar mascarillas
y guantes estériles cuando se manipulan las muestras.

o Nunca se debe pipetear las muestras de liquidos infecciosos o tdxicos con la
boca, se debe usar propipetas, pipetas automaticas o dispensadores.

o Uso de puntillas nuevas v estériles, para evitar la contaminacion del material
genético.

o Incluir un testigo positivo y uno negativo.

o Uso de agua bi-destilada, desionizada y / o ultrapura.
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IX. ANEXOS



ANEXO A: Ficha de calificacion del estabio

FICHA DE CALIFICACION DEL ESTABLO

Nombre del Establo

Direccidn:

Localidad:

Propietario:

Namero fotal de vacas

Nimero de vacas en ordefio:

CORRALES:

1.- AREA POR ANIMAL MINIMA 30m®

- Mas de 30m?por animal.

- Menos de 30m? por animal

2.- COMEDERO Y MANDIL DE CEMENTO O SIMILAR

- Tiene mandil. El comedero con espacio mayor de 0.80m por animal.
- Tiene mandil. El comedero con espacio menor de 0.80m por animal.
- Tiene mandi y/o comedero de material no aparente o en mal Estado.

3.- AREA DE SOMBRA EN EL CORRAL, SEA TECHADA O POR ARBOLES 2m®
POR VACA MINIMO

- Tiene el area sombra apropiada.

- Tiene sombra escasa.

- No tiene sombra.

4.- BEBEDEROS DE CEMENTO O SIMILAR

- Tiene bebederos de cemento en buen Estado.

- Tiene bebederos pero no son de material aparente, o estan en mal Estado.

- No tiene bebederos.




5.- ESTADO DE CONSERVACION GENERAL DEL CORRAL
- Bueno.

- Regular.

- Malo.

6.- PISOS

- Seco o ligeramente himedo.

- Pisos himedos con areas enfangadas o charcos

7.- MANDIL (Franja donde se paran las vacas frente al comedero)
- Mandil seco o ligeramente hiimedo con remocion diaria de estiércol.
- Mandil sucio y humedo, lieno de estiércol.

8.- COMEDEROS

- Limpios,

- Sucios y con presencia abundante de moscas.

9.- BEBEDEROS.

- Con agua limpia y fresca.

- Con algas y sedimentos.

- Sucia y antihigiénica.

SALA DE ORDENO:

10.- PISOS DE CEMENTO O SIMILAR.

- Tiene piso de cemento en buen estado.

- Tiene pisos de cemento en estado regular.

- No tiene pisos de cemento o estan en mal Estado.

11.- CON CANALETA O SISTEMA DE DESAGUE.

- Con canaleta en buen estado.

- Con canaleta en Estado regular.

- No tiene canaleta o estan en mal Estado.

12.- DISPONIBILIDAD DE AGUA POTABLE.

- Tiene.

- No tiene.

13.- ESTADO DEL COMEDERO EN LA SALA DE ORDENO
- Pude ser de alimentacién colectiva o individual, si el sistema de nutricién lo




requiere.

14.- LIBRE DE AGENTES CONTAMINANTES EN SU PROXIMIDAD TALES
COMO ESTIERCOL, AGUAS ESTANCADAS, CAMINOS POLVORIENTOS,
BASURA, ETC.

15.- LIMPIEZA DE PISOS.

- Limpios.

- Con suciedades escasas del dia anterior (estiércol, basura).

| - Sucios con acumulacion de estiércol o basura del dia anterior.

16.- LIBRE DE POLVO DURANTE EL ORDERNO.

- No se produce polvo.

- Se produce polvo.

UTENSILIOS:

17.- CONSTRUCCION Y ESTADO DE LOS UTENSILIOS DE LECHERIA,
-BALDES, PORONGOS, ETC.

- Utensilios en buen Estado.

- Utensilios abollados.

- Utensilios abollados y oxidados.

- Utensilios abollados, oxidados y dificiles de limpiar.

18.- DISPONIBILIDAD DE ACCESORIOS PARA EL ORDENO

- Uniformes de ordefiadores, tasa probadora o similar, juego de baldes por|
ordefiador, uno para la limpieza de ubres, ofro con desinfectante y e! tercero para
los pafios sucios de limpieza.

- Tiene todos los accesorios necesarios.

- Tiene algunos accesorios.

- No tiene accesorios.

LECHERIA O CASA DE LA LECHE
19.- PISOS, PADERES Y TECHOS LISOS Y SIN GRIETAS.

- Lisos y sin grietas.

- Con rajaduras y grietas que requieren reparacion.




20.- ILUMINACION.

- Bueno.

- Regular.

- Mala.

21.- AGUA POTABLE

- Tiene.

- No tiene.

22.- AGUA CALIENTE.

- Tiene,

- No tiene.

23.- FACILIDADES PARA EL ENFRIAMIENTO.

- Enfriamiento a menos de 10°C.

- Enfriamiento a menos de 20°C.

- No se enfria.

24.- LIMPIEZA GENERAL DE LA LECHERIA.

- Todo limpio.

- Piso limpio, lo demas sucio.

{ - Paredes, techos, ventanas y puertas limpias, pisos sucios.
- Pisos, paredes, techos, ventanas y otros sucios.

25~ LIBRE DE MALOS OLORES.

- Sin olores.

- Con malos olores.

ORDERNO Y MANIPULACION DE LA LECHE:

26.- HIGIENE DE LOS TRABAJADORES EN ESPECIAL DE LAS MANOS.
- Buen Estado de higiene.

- Estado regular de higiene.

- Mal Estado de higiene.

27- CONDUCCION DE LA LECHE A LA CASA DE LA LECHE
INMEDIATAMENTE DESPUES DEL ORDENO.

- Si la leche permanece en la sala de ordefio expuesta a contaminacion, mayor
tiempo requerido.




128.- AUSENCIA DE IMPUREZAS VISIBLES EN LA LECHE DESPUES DEL|
| ORDENO. ‘
| - Si la leche necesita de un cedazo para eliminar las impurezas visibles.
| 29.- ENFRIADA INMEDIATAMENTE DESPUES DEL ORDENO.

- Enfriada dentro de la primera hora que sigue al ordefio.

- Enfriada entre una a dos horas después del ordefio.

- Enfriada después de dos horas de terminado ef ordefio.

30.- LALECHE ES ENFRIADA Y ALMACENADA.

- A 4°C 0 menos.

-De 4°C a 10°C.

- Del10°C a 15°C.

- De 15°C a 20°C.

Fuente: UNALM 1980



ANEXOQ B: Ficha de calificacion de las vacas

FICHA DE CALIFICACION DE LAS VACAS

RAZA: EDAD: PESO:

1.- CON APARIENCIA SANA Y UBRES NORMALES.

- Si se encuentra un animal con sintomas claros de enfermedades
(principalmente problemas de ubre) 6 aislado.

- 8i el animal no esta aislado y permanece con el resto de vacas en produccién.

- Si se encuentra mas de dos animales visiblemente enfermos.

2- LAS VACAS ESTAN DENTRO DEL CONTROL OFICIAL PARA LA
ERRADICACION DE TUBERCULOSIS Y BRUCELOSIS.

- Si el establo tiene certificacion oficial de estar libre de TBC y brucelosis.

- Si estd en el programa de erradicacion y ha eliminado sus animales enfermos,
pero ain no tiene el certificado.

- Si esta en el programa de erradicacién, pero atin tiene animales enfermos.

- Si no esta en el programa de erradicacién.

3.~ LIMPIEZA GENERAL (Rastro general de suciedad, estiércol pegado, pelos
sueltos).

- En el 5% de las vacas.

- En el 10% de las vacas.

- En el 20% de las vacas.

- En el 50% de las vacas.

|4.- LIMPIEZA DE LAS UBRES Y AREAS CERCANAS:

- En el 1% de las vacas.

- En el 5% de las vacas.

- En el 10% de las vacas.

- En el 20% de las vacas.

- En mas del 50% de las vacas.

Fuente: Elaboracion propia



ANEXOC
PROCEDIMIENTO DEL METODO MOLECULAR DE LA PCR ({Segan el

Laboratorio MAMLAB, en donde se desarrolio la tesis)

1.- Depositar 150 ul de PBS en un tubo eppendorf de 1.5 ml.»

2.- Tomar con una espétula de madera una alicuota de muestra y depositaria en el
tubo eppendorf con PBS y mezclar.

3.- Centrifugar a menor velocidad (6000 rpm) por ocho minutos.

4 - Decantar.

5.- Adicionar 150 ul de TNE al botén celular y resuspenderio.

6.-Adicionar 10 ul de SDS al 10 porciento.

7.- Adicionar 10 ul de proteinasa K (20 gr./mi).

8.- Incubar por una hora a 65°C.

9.- Adicionar 150 ul de fenol y mezclar por cinco minutos.
-10.- Adicionar 150 ul de la mezcla cloroformo/alcohol iscamilico (proporcién 24:1) y
mezclar por cuatro minutos.

11.- Centrifugar a 10 000 rpm por cinco minutos.

12.- Tomar el sobrenadante y pasarlo a otro tubo de 1.5 mi

13.- Adicionar 150 ul de una mezcla cloroformo/alcohol isoamilico (proporcion 24:1)
y mezclar por ¢cinco minutos.

14 .- Centrifugar a 10 000 rpm por cinco minutos.

15.- Tomar el sobrenadante y pasarlo a otro tubo.

16.- Adicionar 50 ul. De acetato de sodio 3M y 600 ul de etanol helado y precipitar a
—-36°C por dos horas o toda la noche.

17 .- Centrifugar a 10 000 rpm por veinte minutos.

18.- Eliminar el sobrenadante.



19.- Liofilizar al medio ambiente con papel parafilm por diez minutos con ventilador.
20.- Resuspender en 50 ul de agua desionizada.

21.- Llevar al termociclador programado para 30 ciclos.



ANEXO D:

Andlisis ANVA para los datos de pH:

Hy: Los promedios de los valores de pH de las muestras evaluadas eran iguales

Hs: Al menos uno de los valores promedios de pH de las muestras de leche cruda

evaluadas difiere de las ofras.

MUESTRAS DE LECHE

L1 L2 L3 L4 L5 1.6 L7 L8 L9 L10
R1 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.0 6.5 6.5 65
R2 6.5 6.5 6.5 6.5 8.5 6.5 6.0 6.5 65 | BS
R3 6.5 6.5 6.5 6.5 8.5 6.5 6.0 6.5 6.5 6.5
R4 6.5 6.5 8.5 6.5 6.5 6.5 6.0 6.5 6.5 6.5
RS 8.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.0 6.5 6.5 6.5
Promedios ! 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 65 | 6.0 6.5 6.5 6.5
SCT= (6.5%+6.5%... +6.5%+6.5%) — (322.5)%= 1.125
50
SCC= (32.5%+32.5%+....+32.5°+32.5%) - (322.5)°= 1.125
50
Fuente de Grados de Sumatoria de Cuadrados Fc
variacion libertad cuadrados medios
Entre g 1.125 0.125
muestras
Error 40 4] 0 o
Total 49 1.125




F(9,40)= 2,12 con a= 0.05
Conclusion: se concluye con un 95% de confianza que existe diferencia significativa

entre los valores promedios de pH de las muestras de leche cruda analizadas.

212



ANEXO E:

Analisis ANVA para los datos de Densidad

Ho: Los promedios de {os valores de densidad de las muestras evaluadas eran

iguales

H¢: Al menos uno de los valores promedios de densidad de las muestras de ieche

cruda evaluadas difiere de las otras.

MUESTRAS DE LECHE
L1 | L2 [ L3 [ L4 | L5 | L6 | L7 [ L8 | L9 | L10
R1 1.046 | 1.032 | 1.037 | 1.034 | 1.030 | 1.030 | 1.030 | 1.030 | 1.029 | 1.029
R2 1.042 | 1.032 | 1.037 | 1.032 | 1.032 | 1.032 | 1.030 | 1.029 | 1.029 | 1.029
R3 1.046 | 1.030 | 1.037 | 1.034 | 1.030 | 1.030 | 1.030 | 1.030 | 1.028 | 1.029
R4 1.048 | 1.034 | 1.037 | 1.034 | 1.028 | 1.030 | 1.030 | 1.031 | 1.031 | 1.029
RS 1.048 | 1.032 | 1.037 | 1.036 | 1.030 | 1.028 | 1.030 | 1.030 | 1.029 | 1.029
Promedios | 1.046 | 1.03211.037]1.034|1.030{1.030]1.030|1.030|1.029 | 1.029
SCT=(1.046%+1.042%+1.046%+...+1.029%+1.029%°+1.029%) — (51.639%)
50
SCC= (5.23%+5.16%+....+5.146%+5.145%) — (51.839)*= 0.72
50
Fuente de Grados de Sumatoria de Cuadrados Fc
variacién libertad cuadrados medios
Entre 9 1.248*10° 1.387*107
muestras
Error 40 0.0247 6.175*10° 0.225
Total 49 0.0259




F(9,40)= 2,12 con o= 0.05
Conclusion: se concluye con un 95% de confianza que no existe diferencia

significativa entre los valores promedios de densidad de las muesiras de leche

cruda analizadas.

0.225




ANEXOF.

Anélisis ANVA para los datos de Acidez
Ho: Los promedios de los valores de acidez de las muestras evaluadas eran iguales

H4: Al menos uno de los valores promedios de acidez de las muestras de leche

cruda evaluadas difiere de las ofras.

MUESTRAS DE LECHE

L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 L8 Le | Li0

R1 0.162 {0.180 |0.180 | 0.162 | 0.180 | 0.180 ;0.180 | 0.180 ;| 0.153 { 0.180
R2 0.17110.171,0171{0.171{0.171 10.162 | 0.153 { 0.153 | 0.144 | 0.180
R3 0,180 0.144 10.189 {0.180 {0.162 | 0.171 | 0.153 1 0.165 | 0.135 | 0.177
R4 0.171{0.165 {0.189 {0.171 | 0.180 [ 0.171 }0.162 | 0.165 | 0.153 | 0.171
RS 0.171 {0.165 {0.171 {0.171 {0.162 | 0.171 | 0.162 | 0.162 | 0.135 |0.177
Promedios |0.170 |{0.165 {0.180 {0.171 |0.171 {0.171 | 0.162 | 0.165 | 0.144 | 0.177

SCT=(0.162%+0.1712+0.180%...+0.177%+0.1712+0.177%) — (8.405%) =-5.667102

50

SCC= (0.855%+0.825%+....+0.72°+0.885%) — (8.045)*= 5.67479

50
Fuente de Grados de Sumatoria de Cuadrados Fc
variacion libertad cuadrados medios
Entre 9 50675 0.631
muestras
Error 40 -50667 -0.142 -4.444
Total 49 8*10”




F(9,40)= 2,12 con a= 0.05
Conclusion: se concluye con un 95% de confianza que existe diferencia significativa

entre los valores promedios de acidez de las muestras de leche cruda analizadas.

-4.444

-2.12



ANEXO G: Puntos porcentuales de la distribucién F

g.l. del g.l del numerador

denominador | « 1 2 3 4 5 6 7 8 9
29 0100 289 250 228 215 206 199 193 189 186
0.050 4.18 333 293 270 255 243 235 228 222

0.025 559 420 361 327 3.04 288 276 267 2.59

0.010 7.60 542 454 404 373 350 3.33 3.20 3.09

0.005 823 640 528 466 426 398 377 3.61 348

30 0100 288 249 228 214 205 193 193 188 185
0.050 4.17 332 292 269 253 242 233 227 2.21

0.025 5.57 4.18 359 3.256 3.03 287 275 265 257

0.010 7.56 539 4.51 4.02 370 347 330 3.17 3.07

0.005 9.18 6.35 524 4.62 423 395 374 3.58 3.45

40 0.100 2.84 244 223 209 200 193 187 1.83 1.79
0.050 408 323 284 261 245 234 225 218 212

0.026 542 405 346 313 290 274 262 253 245

0010 731 518 431 383 351 329 3.12 299 289

0.005 883 6.07 498 437 399 371 351 335 3.22

60 0.100 279 239 218 204 195 1.87 1.82 177 174
0.050 400 3.15 276 253 237 225 217 210 2.04

0.025 529 393 334 301 279 2863 251 241 233

0.010 7.08 498 413 365 334 312 295 282 272

0.005 849 579 473 4.14 376 349 3.29 3.13 3.01

120 0.100 2.75 235 213 199 190 182 177 172 168
0.050 392 3.07 268 245 229 217 209 202 1.96

0.025 515 380 323 289 267 252 239 230 222
0.0106.85 4.79 3.85 348 317 2966 279 266 2.56
0.005818 554 450 392 355 3.28 3.09 293 2.81

w0 0.1002.71 230 208 194 185 177 172 167 1863
0.0503.84 3.00 260 237 221 210 201 1.94 1.88
0.025502 3.69 3.12 279 257 241 229 219 2.11
0.0106.63 461 3.78 332 302 280 264 251 241
0005788 530 428 3.72 335 3.09 290 274 282

Fuente: De:"Tabla of porcentaje points of the inveriid beta (F) distribution.




ANEXO H: FOTOGRAFIA DEL CORRIDO ELECTROFORETICO DE LAS
MUESTRAS

Visualizacién mediante electroforesis en gel de agarosa (4%) de los productos de
amplificacion obtenidos a partir de ADN de Mycobacterium tuberculosis. Se observa
una banda de amplificacion de 164 pb en la muestra de leche (L1). La muestra fue
corrida junto con un marcador de peso molecular. (P) marcador de peso molecular 164

pb.

Mayor peso
molecular

Menor peso
molecular



ANEXO I:

Analisis X? para los datos de PCR

Hg: La péblacién de la cual fueron extraidas las muestras es normal
Hy: La poblacion de la cual fueron extraidas las muestras no es normal

Se tienen los siguientes datos:

Muestras del L1 12 L3 L4 L5 L& L7 L8 L9 LE1O
leche

QObservados (Qi) | 1 a a 0 0 0 0 Q 0 4]
Esperados (i) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
De Ia formula: k
X2= Z ‘O_r e'![
=1 g

Se tiene X%= (1-1)% + (0-1)% + (Q-1)% + (0-1)% + (0-1)% + (0-1)% + (0-1)? + (0-1)* + (0-1)?
1 1 1 1 1 1 1 1 1

=g

El valor de X?gpes Obtenido de la tabla es 16.92

q

//\\!

16.92

Conclusién: Se concluye con un 95% de confianza que los datos provienen de una
poblacién nomnal (uniforme); esto quiere decir que la probabilidad de obtener un
valor de ji-cuadrada de tamafio 9 cuando la hipdtesis nula es verdadera es mayor
que 5 en 1000



ANEXO J Porcentajes de distribucién de ia ji-cuadrada

Area de la seccién superior

d+ 0.100 0.050 0.025 0.10 0.001
1 2.71 3.84 5.02 6.63 10.83
2 4.61 5.89 7.38 9.21 13.82
3 6.25 7.81 9.35 11.34 16.27
4 7.78 9.49 11.14 13.28 18.47
5 9.24 11.07 12.83 15.09 20.52
6 10.64 12.59 14.45 16.81 22.46
7 12.02 14.07 13.01 18.48 2432
8 13.36 15.51 17.53 20.09 26.12
9 14.68 16.92 19.02 21.67 27.88
10 15.99 18.31 20.48 32.21 29.59
11 17.28 19.68 21.92 24.72 31.26
12 18.55 21.03 23.34 26.22 32.91
13 19.81 . 22.36 2474 27.64 34.53
14 21.06 23.68 26.12 29.14 36.12
15 22.31 25.00 2749 30.58 37.70
16 23.54 26.30 28.85 32.00 39.25
17 24.77 27.59 30.19 33.41 40.79
18 25.99 28.87 31.53 34.81 42.31
19 27.20 30.14 32.85 36.14 43.82
20 28.41 31.41 34.17 37.57 45.31
21 29.62 32.67 35.48 38.93 46.80
22 30.81 33.92 36.78 40.24 48.27
23 32.01 35.17 38.08 41.64 49.73
24 33.20 36.42 39.36 42.98 51.18
25 34.38 37.65 40.65 44.31 52.62

Fuente: Fundamentos de Bioestadistica — Marcello Pagano




