Dr. J. R. Bermudez *

Las tuberculinas son preparados obteni-
cos por tratamiento térmico de los pro-
ductcs de crecimiento y lisis de cultivos de
Mycabacterium spp. (M. tuberculosis, bo-
vis, avium y olros) que inoculados en ani-
males sensibilizados por dichos microorga-
nismos producen una Treaccion alérgica
que se clasifica como de hipersensibilidad
rctaraada.,

Ccnstituyen el arma mas importante en
la lucha contra la tuberculosis bovina
siendo adoptadas universalmente con pro-
gramas: de contrel y erradicacion.

Las investigaciones que soportan su uso
se originan con los trabajos de Koch R,
quien en su afan de encontrar un agente
terapeutico comprobo gue un filtrado de
cultivo incculaco a un cobayo tuberculoso
producia una reaccion inflamatoria en el
punte dce inoculacion, procedimiento aue
luego lo prepondra como meétodo diagnos-
tico (1890). A partir de entonces se inves-
ticé extensamente y se aplico con gran
éxitc en el campo.

En U.S.A. su usp en bovinos data de
1852 y en nueziro pais de 1897, cuando por
miciativa de] Dr. Heguy, Director de Salu-
bridad del Municipio de Montevideo s2 €s-
tablecié¢ una ordenanza que prohibio la en-
trada dc vacas tuberculosas a los tambos
capitalincs.

TIPOS DE TUBERCULINA

La tuberculina puede clasificarse tenien.
do en cuenta el tipo de microorganismo
empleado y el método de produccion.

1. De acuerdo al tipo de Mycobacterium
empleadc tenemos:
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— tul}erculina mamifera (M. tubercu-
losis o M. bovis)

-— tuberculina aviar (M, avium)

— tpberculina de otros Mycobacte-
rium (Mycobacterium atipicos y
M. Johney).

2. Segun el método ae produccion:
— tuberculina vieja
— tuberculina sintética

— derivado prcteico purificado

TUBERCULINA VIEJA
(Old Tuberculin 0. T.)

Empleado por Koch, R. (1890) es obteni-
da a partir ae un cultivo de Mycobacterium
en caldo glicerina muerto por el calor, fil-
irado y concentrado por calentamiento a
1/10 de su velumen original Iiste concen-
trado e denomdina Tuberculina Bruta que
para su uso se diluye de acuerdo a su ac-
tividad biolégica con respecto al Patron
Internacional.

TUBERCULINA SINTETICA
(Sinthetic Old Tuberculin — S.0.T.)

Kuhne (1892-1894) fue el primero en em-
plear un medio sintético, pero es a partir
de la década del treinta que su uso se ge-
neraliza.

IL.cs meaios sintéticos llevan como unica
cuitancia nitrogenada aminoacidos. De es-
ta forma las proteinas del caldo y la pep-
tona nc afectan la reaccion tuberculinica
como en el caso de la OT..

Fl procedimiento que se sigue en su pre-
naracicn es similar al empleado para la
O.T. es decir: el cultivo en medio sintético
es muerto por calor, filtrado, concentrado
por calentamriento y titulado con respecto
al Patrén Internacional de Tuberculina
vieja.
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Actualmente Ir_:xiste_ l?, tendencia e deno.
minar Tuberculina vieja alas dos descritas.
DERIVADO PRQ'I‘EIC(_) PURIFICADO
(Purified Protein Derivate — p p.p.),

El término P.P.D. fue aplicado por Sei-
pert, F. a una fraccion proteica de la O,
y S.0.T. responsable de la actividad biolo-
gica de la tuberculina. Dicha fraccién no
es guimicamente pura sino que esta cons.
tituida por varias proteinas con diferentes
actividades,

Hoy se entienae por P-P.D. una f{raccion
proteica obtenida a partir de un cultivo en
medio sintético, filtrado, precipitado (por
sulfato de amonio o Ac. tricloroacético) y
patronizada. Para ello se suspende el preci-
pitado y se solubiliza obteniénaose una so-
lucion concentrada ae P.PD., se determi-
na su contenide en nitrogeno (método se-
mi.micro de Kj2ldahl o método del biuret
mouificado) y se diluye a la concentracion
de 3 mg/ml para el PPD mamifero y 1
mg/ml] para el PPD aviar, quedando lis-
to para la prueba bioldgica.

Si bien hay cierta correlacion entre el
contenido en mnitrogeno y potencia puede
haber variaciones y por ello toda serie de-
be ser estandarizada biologicamente, sien-
Ao esta prueba la que aetermina la dilu-
cién final del P.F D. problema, Se compara
el P.P.D. problema con el Patron Interna-
cional de PP.D, (mamifero ¢ aviar, segun
corresponda) en cobayos sensibilizados em.-
pleandose 3 diluciones por cada clase d®
P.P.L. y se efectua un ensayo de seis pun-
tos paralelos basado en las respuestas
cuantitativas (diametro de la reaccién
dérmica en el cubayo).

51 P.P.D. aviar lleva colorante as Pon-
ceau, 2 R. para facilitar su identificacion.

Ias series de tuberculina deben contro-
larce ademas en cuanto a esteriliaad, to-
xicidad (prueba en ccbayos) y contenido de
fenol.

L.a fecha de vencimiento no déebe ser ma-
vor de cinco anos para soluciones concen-
tradas c liofillzadas mantenidas a 5 -+ 3°C
v al abrigo de la luz v de 6 meses a 2 anos
rara el producto diluido.

Cualquiera sea el tino de tuberculina em-
nleado su actividad depende de la tubercu
lo proteina especifica producida durante
sl crecimiento y lisis de Mycobacterium

spp.

Las ventajas del P.P.D. frente a la O.T.
son las siguientes:

1. No contiene las proteinas del caldo y
la peptona presentes en la O.T. ni las
proteinas desnaturalizadas por calen.
tamiento de la O.T. S.0.T. que
afectan la especificidad y sensibilidad
de la prueba,

2. Es mas econémico de producir, ya que
no hay pérdidas de proteinas por el
calentamiento. En la preparaci¢éa de
la. O.T. se pierde al calentar la mi-
tad de la tubérculo proteina presente
en el medio.

3. Es mas facil de patronizar por existir
cierta correlacion entre cantidad de
aitrégeno y potencia biolégica.

Se emplean cepas humanas en la prepa-
racion del P.P.D. mamifero por su ma-
yor rendimiento en proteinas, sin embargo
existe la tendencia a usa: P.P.D. boviano
dado que su especificidad es mayor que
la del P.P.D. humano.

PRODUCCION DE TUBERCULINA
EN EL PAIS

“En el pais la tuberculina para uso bo-
vino es producida por el Centro de Inves-
tigacicnes Veterinarias “*Miguel C. Rubi-
1._0" (500.000 dosis preparadas en medio
sintético) y por el Instituto de Higiene de
la Facultad de Medicina (pequenas parti-
das de tuberculina vieja). Hasta fines de
la década del cincuenta el Instituto de Mi-
crobiologia de la Facultad de Veterinaria
producia tuberculina vieja a partir de ce-
pas ‘“frescas” aisladas de esputos de enfer-
mos tuberculosos no tratados.

La tuberculina actualmente se prepara
a partir de las cepas humanas “C’?, “PN"
y “Dt” mantenidas en Lowestein Jensen y
repicados a Erlenmeyer de 100 ml con
medio sintético de Dorset-Henley con la fi-
nalidad de obteaer ‘‘velos” para semilla.

Los cultivos para produccién se hacen
en ‘“‘damajuanas’ de 10 litros con 4 litros
de medio sintético Dorset-Henley o Souton
y se incuban a 379 C duraate 90 dias.

El cultivo es muerto por vapor fluente
(3 horas), filtrado, reducido su volumen
por calentamiento en bafno de agua a 100°C
cbteniéndose asi la Tuberculina Bruta. La
reduccion de volumen desde 1974 se hace
a 1/3 en lugar de 1/10.

La tuberculina bruta es titulada en co-

bayos sensibilizados frente a una tubercu-
lina nacional patrén estandarizada en el
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Centro Panamericano de Zoonosis. Se em-
plea el ensayo de los 6 puntos paralelos
menciocnado anteriormente.

Es de destacar que desde 1974 se cuen-
ta en el pais con una tuberculina titulada
en unidades internacionales, conteniendo
100.000 U.I/ml. siendo ésta la unica for-
ma en que debe expresarse la cantidad a
Inocular ¥y no en unidades volumeétricas
(ejem. 0.1) como es costumbre en el pais.

La (uberculina bruta se conserva a
5+3°C y al abrigo de la luz, se diluye de
acuerdo a las necesidades y se le da un
vencimiento de 3 meses.

Desde el ano 1973, la tuberculina se ex-
pende so6lo en envases de 2ml. con la fi-
nalidad de evitar la contaminacién al car-
gar la jeringa repefidamente, y por ende
la alteracion del producto.

Las series son controladas en cuanto a
toxicidad (2 cobayos de 400 grs. deben so-
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brevivir la inoculaciéa de 100.000 U.I. por
via subcutanea) y esterilidad (ausencia de
crecimiento en los medios para aerobios ¥
anaerobios).

RECOMENDACIONES

1. PFroducir P.P.D. bovino en cantidad
suficienle para poder soportar las fu-
tfuras etapas de Control y Erradica-
cion. Para lo cual deberia dotarse al
Centro de Investigaciones Veterinarias
de equipo y reactivos.

2. Si bien el P.P.D. ofrece grandes ven-
tajas freate a las otras tuberculinas,
su uso no daria los resultados espe-
rados de no contarse con una estrecha
coordinaciéon entre los servicios de
campo, de laboratorio e inspecciéon de
carne.

3. Uniformizar la produccién y contralor
de Tuberculina en el pais de acuerdo
a normas internacionales.
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