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1. RESUMEN

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad bacteriana cronica de los animales
causada por el complejo de Mycobacterium tuberculosis, principalmente por M. bovis.
El ganado es considerado como el principal reservorio de M. bovis y constituye la
primera fuente de infeccion de esta especie para los seres humanos, siendo
considerada en estos casos como una zoonosis. Debido a su importancia es que
desde hace afios existen campafas para control y erradicacion a nivel mundial, con
resultados parcialmente satisfactorios. Los programas de control implementados se
basan en pruebas, sacrificios de animales positivos y certificacién de establecimientos
libres de TBB. Desde el punto de vista diagnéstico, el desarrollo de nuevas pruebas
qgue busquen corregir las falencias presentes y brindar alternativas resulta crucial para
contribuir a las campafas sanitarias de esta enfermedad. En este sentido, el objetivo
del presente trabajo fue la estandarizacién de diferentes pruebas para el diagndstico
de esta enfermedad, comparandolas con los métodos clasicos utilizados en nuestro
pais (intradermotuberculinizacion). Para esto se desarrollaron dos pruebas
diagndsticas, de las cuales una de ellas (ELISA), permite la deteccién de anticuerpos
circulantes, técnica ya descrita por otros autores pero que brinda datos alentadores al
utilizar el antigeno P22, mas especifico con respecto a los probados anteriormente.
Por otra parte, el desarrollo de la Droplet digital PCR (ddPCR), técnica de ultima
generacion, que ha sido utilizada previamente para el diagnéstico de tuberculosis en
pacientes humanos, demostrando una elevada sensibilidad y especificidad en
comparacién con otras técnicas moleculares. Los resultados de las técnicas
seroldgicas desarrolladas presentaron una gran variabilidad, demostrando ser utiles
para la deteccion de animales no reaccionantes a las pruebas rutinarias. Fueron 38
(25%) los animales negativos a la prueba intradérmica (PAC) que presentaron
anticuerpos circulantes frente a las proteinas P22 y/o PPD de M. bovis, por lo que se
sugiere que podrian ser animales en anergia. Por su parte, la estandarizacion de la
técnica de ddPCR permitio la deteccion de menores numeros de bacilos en
comparacion con la técnica de PCR a tiempo final. Se logré la deteccion de M. bovis
en bovinos de un rodeo comercial a partir de muestras de sangre entera, demostrando
que la técnica resulta de utilidad para el diagndstico de la infeccion por dicho agente.
Los resultados obtenidos muestran el desarrollo de dos técnicas diagnésticas para la
tuberculosis bovina que podrian ser de utilidad para brindar apoyo a los programas de
control en nuestro pais.



2. SUMMARY

Bovine tuberculosis (TBB) is a chronic bacterial disease of animals caused by the
Mycobacterium tuberculosis complex, mainly M. bovis. Cattle are considered the main
reservoir of M. bovis yconstitute the first source of infection of this species for humans,
being considered in these cases as a zoonosis. Due to its importance, there have been
campaigns for control yeradication worldwide for years, with partially satisfactory
results. The control programs implemented are based on tests, sacrifices of positive
animals, ycertification of establishments free of TBB. From the diagnostic point of view,
developing new tests that seek to correct the present shortcomings yprovide
alternatives is crucial to contribute to the health campaigns of this disease. In this
sense, this work's goal was to standardize different tests for the diagnosis of this
disease, comparing them with the classic methods used in our country (Caudal fold
tuberculin test). For this, two diagnostic tests were developed, one of which (ELISA)
allows the detection of circulating antibodies, a technique already described by other
authors but which provides encouraging data when using the P22 antigen, more
specific than those previously tested. On the other hand, the development of the
Droplet digital PCR, a state-of-the-art technique previously used for diagnosing
tuberculosis in human patients, demonstrates high sensitivity yspecificity compared to
other molecular techniques. The results of the developed serological techniques
presented significant variability, proving helpful in detecting non-reactive animals to
routine tests. There were 38 (25%) negative animals to the intradermal test (PAC) that
presented circulating antibodies against the P22 and/or PPD proteins of M. bovis,
which suggests that they could be anergic animals. For its part, the standardization of
the ddPCR technique allowed the detection of lower numbers of bacilli compared to
the end-time PCR technique. The detection of M. bovis was achieved in cattle from a
commercial herd from whole blood samples, demonstrating that the technique is useful
for the diagnosis of infection by said agent. The results show the development of two
diagnostic techniques for bovine tuberculosis that could support control programs in
our country.



3. INTRODUCCION

La tuberculosis continua siendo una enfermedad de importancia tanto en el hombre
como en los animales. Mycobacterium bovis es el agente causal de la tuberculosis en
animales, principalmente en el ganado bovino, aunque otros animales domésticos o
salvajes, en cautiverio o vida libre, pueden ser afectados. El hombre puede infectarse
y enfermar de tuberculosis por M. bovis (TBB), considerada en estos casos como una
zoonosis (Rivas et al. 2012). Se calcula que hasta un 10% de los casos de tuberculosis
humana son debidos a M. bovis (OMSA 2021). La enfermedad es contagiosa y se
transmite directamente por contacto con animales domésticos o silvestres infectados
0, de forma indirecta, por ingestion de alimentos contaminados.

Debido a su implicancia como zoonosis es que desde hace anos existen campanas
para control y erradicacion a nivel mundial, con resultados parcialmente satisfactorios.
Los programas de control implementados se basan en pruebas, sacrificios de
animales positivos y certificacion de establecimientos libres de TBB (Kantor y Ritacco
2006), basandose en lo dispuesto por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OMSA, 2021).

En Uruguay se ha restringido la importancia de la TBB a la ganaderia lechera,
existiendo una baja frecuencia histérica de decomisos por tuberculosis en bovinos de
carne (Kantor y Ritacco, 2006). El programa actual de control de TBB de Uruguay se
basa en la prueba de tuberculina anocaudal (PAC), que consta en una prueba de
hipersensibilidad tardia basada en la medicidn de la inflamacién dérmica causada
principalmente por la respuesta inmune celular, siendo la uUnica prueba oficial
aprobada dentro de nuestro pais. Para confirmar a los animales como positivos se
debe identificar al animal y se notifica al Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca
(MGAP), el cual, mediante los Veterinarios Oficiales de Divisién de Sanidad Animal,
procede a realizar la prueba de tuberculina cervical comparada (PCC) para confirmar
y marcar a los animales positivos con una T en la quijada, quienes seran aislados y
enviados directo a faena sanitaria (Irureta, 2016). Sin embargo, desde hace tiempo,
se cuestiona la sensibilidad de la misma para la deteccion precoz de la infeccién en
los establecimientos focos (Meyer 2012). Ademas, el comportamiento epidemiolégico
de la prueba rutinaria ha sido una preocupacion constante por sus parametros
irregulares de sensibilidad (74 a 94%) y especificidad (96 a 99%), lo que predispone
a la presencia de resultados falsos positivos y falsos negativos (Gil 2012).

La implementacion del programa nacional de control ha dado como resultado una
disminucion gradual de la prevalencia de la tuberculosis bovina en el pais, aunque
teniendo falencias para eliminar la enfermedad en los rodeos en donde se establece.
El comportamiento de la prueba diagndstica de rutina, el gran tamano de los rebafios,
los movimientos de animales y el posible papel como reservorio de la fauna silvestre,
han sido probablemente los factores principales que han dificultado el saneamiento
de predios focos, ocasionando que los mismos tarden mucho tiempo en eliminar por
completo la enfermedad del rodeo (en algunos casos hasta 10 afos), con todo lo que
ello conlleva (Moreira 2021).

En base a esto, el desarrollo de métodos diagnédsticos alternativos a los utilizados por
la campana oficial servirdn de apoyo para lograr un diagnostico precoz de la
enfermedad. En este sentido, las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (PCR
y sus variantes) podrian ser técnicas rapidas, sensibles y especificas para la deteccién
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precoz de Mycobacterium spp. (Wei et al. 2019) y de hecho se han utilizado desde
hace mucho tiempo para el diagnostico de tuberculosis en humanos (MacGregor-
Fairlie, Wilkinson, Besra, y Goldberg. 2020). Una técnica innovadora es la Droplet
digital PCR (ddPCR), técnica ya probada para M. tuberculosis con resultados
alentadores. Esta técnica ha demostrado ser capaz de detectar menores
concentraciones de ADN circulante en sangre de M. tuberculosis, en comparacion a
la PCR cuantitativa existente (Real time PCR) (Yang et al. 2017) y por lo tanto es de
esperar que sea de utilidad para M. bovis, logrando asi una deteccidon temprana in
vivo. Actualmente la técnica de la PCR a tiempo final se utiliza principalmente sélo
para el diagndstico post-mortem de los animales (Schiller et al. 2010), mientras que la
técnica de Real-Time PCR ha sido probada con fines investigativo para el diagndstico
desde tejido de animales faenados (Moura et al. 2016), y la ddPCR solo ha sido
utilizada para el diagndstico en humanos (Yang et al. 2017).

Otra técnica que se ha probado para el diagndstico de TBB, es el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), el cual ha sido utilizado en varios trabajos
con resultados alentadores para detectar animales infectados en el rodeo,
principalmente aquellos que se vuelven anérgicos (Souza et al. 2022, 2019; Farias et
al. 2012). Esto se debe a que los bovinos en ciertas circunstancias de la enfermedad
(tuberculosis avanzada y posiblemente diseminada) pueden volverse incapaces de
reaccionar frente a un antigeno administrado. Se han encontrado algunos animales
con la enfermedad tipica en el momento del sacrificio sin haber respondido nunca a la
prueba cutanea de la tuberculina. Estos animales anérgicos al no reaccionar a la
prueba intradérmica permanecen el rodeo, constituyendo asi una fuente potencial de
infeccion (Lilenbaum yFonseca 2006).

En base a estos antecedentes, es razonable pensar que el uso combinado de métodos
diagndsticos alternativos junto con las pruebas tradicionales de tuberculina, podran
mejorar el diagndstico de la tuberculosis bovina, logrando resultados mas confiables
(Otero et al. 2003), al mismo tiempo que reduciendo los tiempos para el saneamiento
de los rodeos.

Con esta tesis de grado se busca desarrollar técnicas diagnosticas alternativas, una
de ellas de ultima generacidn, para contribuir al diagndstico in vivo de la tuberculosis
en el ganado bovino.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Definicion

La tuberculosis bovina (TBB) es la infeccion del ganado bovino producida por cualquier
miembro del complejo Mycobacterium tuberculosis. Es una enfermedad bacteriana
cronica de los animales causada por el complejo de Mycobacterium tuberculosis,
principalmente por M. bovis, pero también por M. caprae y, en menor medida, por M.
tuberculosis (OMSA, 2021). Actualmente Mycobacterium bovis es conocida por ser el
principal agente causante de la tuberculosis bovina, sin embargo, este bacilo
tuberculoso tiene el rango de hospedadores mas amplio de todos los miembros del
complejo.

Es una importante enfermedad infecciosa del ganado bovino que afecta a un amplio
rango de mamiferos, incluyendo el humano (zoonosis), creando tanto problemas de
salud publica como pérdidas econdémicas debido a factores como la disminucion de la
produccion de leche, decomisos durante la evaluacion post mortem en la planta de
faena y costos de campanas de control y erradicacion. Se caracteriza por un proceso
inflamatorio crénico, que afecta principalmente a los pulmones y ganglios linfaticos
asociados al sistema respiratorio, caracterizado por la formacién de granulomas
caseosos Yy necrosantes (Carrisoza-Urbina et al. 2019).

4.2 Etiologia

El género Mycobacterium esta encuadrado en el phylum Actinobacteria, clase
Actinobacteria, orden Actinomycelates, suborden Corynebacterineae, familia
Mycobacteriaceae. Este género comprende mas de 120 especies y se encuentran
descritas bacterias saprofitas, patdégenos oportunistas y patdégenos estrictos del
hombre y los animales (Brenner 2005). Las caracteristicas fundamentales
compartidas por todos los miembros de este género son su forma bacilar, la
dependencia de oxigeno, la inmovilidad, la imposibilidad para formar esporas y la
acido-alcohol resistencia. Esta ultima propiedad se debe al elevado contenido en
lipidos en su pared celular, entre los que se incluyen los caracteristicos acidos
micolicos (Luchter 2004). La gran cantidad de lipidos concentrados en la pared celular
le brindan resistencia frente a determinados farmacos, desinfectantes y contra
factores adversos en el medio ambiente tales como la desecacion. Son bacterias que
poseen gran resistencia al calor aunque las radiaciones ultravioletas y la
pasteurizacion (exposicion a 72°C durante 15 segundos) son capaces de inactivarlas
(Biberstein y Hirsch 1999).

La clasificacidon de este género divide las micobacterias en dos grupos: micobacterias
no cultivables o dificilmente cultivables (M. leprae y M. lepraemurium) y cultivables.
Dentro de esta ultima se establece una subdivision en micobacterias de crecimiento
rapido (aquellas que dan lugar a colonias visibles en medios de cultivo solidos en
menos de 7 dias), y las de crecimiento lento (las que tardan mas de 7 dias en producir
colonias visibles en medio sélido). El grupo de micobacterias de crecimiento lento
engloba las micobacterias de mayor importancia veterinaria y de Salud Publica. En
este grupo se encuadra el complejo Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium
tuberculosis complex), que incluye todas las especies causantes de la tuberculosis
humana y en mamiferos; asi como también a el complejo Mycobacterium avium
(Mycobacterium avium complex) (Romero Martinez 2010).

El complejo Mycobacterium tuberculosis se caracteriza por causar tuberculosis en
humanos y animales e incluye varias especies tales como M. tuberculosis (Koch
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1882), M. bovis (Karlson yLessel 1970), M. bovis BCG (bacilo Calmette-Guérin), M.
africanum (Castets, Rist, yBoisvert 1969), M. microti (Reed 1957), M. caprae ( Aranaz,
Alicia, Debby Cousins, Ana Mateos, y Lucas Dominguez. 2003), M. pinnipedii (Cousins
et al. 2003), entre otras. A pesar de que los bacilos tuberculosos humanos y bovinos
pueden diferenciarse por rango de hospedadores, virulencia y caracteristicas
fisiologicas, la diferencia gendémica es minima (Garnier et al. 2003), ya que los
miembros de este complejo comparten 99,95% de identidad a nivel de ADN
(Rodriguez, Garcia, Restrepo, y Zambrano. 2010).

4.3 Epidemiologia

Como ya fue mencionado, M. bovis es uno de los agentes patdgenos con mayor
espectro de huéspedes susceptibles. No sdlo afecta a los animales domésticos, sobre
los cuales el ser humano tiene posibilidades de manejo, sino que también a los
animales silvestres, los cuales al actuar de reservorio juegan un papel importante en
la epidemiologia. Estas caracteristicas hacen de la tuberculosis bovina una
enfermedad con un patron epidemiolégico complejo, principalmente en lo que refiere
a las vias de transmision al bovino.

A pesar de ser una bacteria intracelular, tiene la capacidad de sobrevivir en el medio
ambiente si las condiciones son favorables, variando su supervivencia segun la
estacionalidad y el sustrato en el cual se encuentre, siendo mas frecuente encontrarla
en el agua, materia fecal o pasturas (Fine, Carole, Gardiner, y Kaneene. 2011). Sin
embargo, el propio ganado bovino enfermo sigue siendo la principal fuente de
infeccion para el mantenimiento de la tuberculosis (Neill, Bryson, yPollock 2001).

La edad de los animales es un claro factor que influye en la presentacion de la
enfermedad. La mayor proporcién de animales adultos que enferman en comparacion
con animales jovenes se explica por dos aspectos: por un lado, es légico pensar que
el tiempo de exposicion al patégeno va en aumento con la edad. Por otra parte, la
cronicidad de esta enfermedad y la capacidad del patégeno de permanecer latente en
el hospedador por un largo periodo, determinan que animales infectados a temprana
edad expresen clinicamente la enfermedad en la edad adulta (Humblet, Boschiroli, y
Saegerman 2009).

La enfermedad se disemina entre rodeos principalmente por el desplazamiento de
animales domésticos infectados asintomaticos y el contacto con animales salvajes
infectados. Un solo animal puede transmitir la enfermedad a muchos otros antes de
manifestar los primeros signos clinicos. En muchos casos, el curso de la infeccion es
cronico y puede no haber signos clinicos, ni siquiera en casos avanzados, en los que
puede haber muchos 6rganos afectados (Guaman 2012).

La TBB tiene una distribucion mundial, presentando grandes variaciones en su
prevalencia entre los distintos paises. Aunque en los paises mas desarrollados esta
erradicada o se encuentra en una fase avanzada de erradicacion, en los paises en
desarrollo sigue siendo en muchos casos una enfermedad endémica (Romero
Martinez 2010). En Europa occidental, Canada y Estados Unidos, la infeccion se ha
reducido a niveles inferiores al 0,1 % (Reviriego Gordejo y Vermeersch 2006; Palmer
yWaters 2011). Centroamérica, con excepcion de Nicaragua y el Caribe, tiene
porcentajes de animales afectados muy bajos (menos del 1%) (De Kantor et al. 2008;
Abalos y Retamal 2004). Los mayores niveles de infeccion se encuentran en América
del Sur (De Kantor y Ritacco, 2006), en buena parte del territorio de Africa y ciertas
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partes de Asia, con prevalencias del 1% o superiores, siendo las cuencas lecheras las
mas afectadas (Cosivi et al. 1998).

En Uruguay se ha restringido la importancia de la TBB a la ganaderia lechera; existe
una baja frecuencia histérica de decomisos por tuberculosis en bovinos de carne, la
cual esta asociada a las condiciones de produccion extensiva con un bovino cada 1.35
hectareas y a las vias principales de transmision de la enfermedad (aerégena y
digestiva) que respaldan la situacién constatada (De Kantor et al. 2008).

Los esfuerzos del programa nacional de control han dado como resultado una
disminucién gradual de la prevalencia de la tuberculosis bovina en el pais durante los
ultimos 50 afios, con menos de 11 brotes notificados cada afio entre 2003 y 2010. Sin
embargo, en 2011-2013 el numero medio de brotes anuales aumentd, con mas de 15
brotes de TBB reportados cada afio, principalmente en rodeos lecheros, sin causa
aparente de este cambio en la tendencia a largo plazo (Picasso et al., 2017). El rapido
crecimiento y desarrollo de la lecheria junto a la creacién de mega emprendimientos,
de mayor dimension a los habituales, lleva directamente a una mayor cantidad y
concentracion de animales; conjuntamente el manejo intensivo de alimentacion, las
plazas de comida y el stress productivo de animales que han aumentado su
produccion en muy poco tiempo, son factores que inciden en el contagio de la
enfermedad (lrureta 2016).

En el 2020 se registraron 38 rodeos intervenidos en saneamiento y 11 en rastreo de
su situacion. Si se categorizan, el 76% son tambos, 19% son predios destinados a la
produccion de carne y 5% abocados a la recria/engorde. La prevalencia aparente de
la enfermedad en el pais se estima en base a los establecimientos y los animales
positivos a las pruebas oficiales realizadas a bovinos mayores del afio de edad, donde
a nivel de establecimiento en rodeos lecheros representa el 2,7%, y 0,01% en rodeos
de carne. A nivel animal en rodeos lecheros representa el 0,12%, mientras que la
prevalencia intra rodeo (en focos) es del 0,7%, con diferencias segun el tipo de
produccion. De los focos abiertos, el 50% llevan mas de 3 afos en proceso de
saneamiento, pero mostrando una gran dispersion, con predios con mas de 8 afios en
saneamiento. En cuanto a la reincidencia de focos, un 10% reinciden por segunda
vez, y un 2 % por tercera vez (Moreira 2021). Esto muestra y justifica claramente por
qué el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP) basa sus principales
esfuerzos en controlar los establecimientos lecheros.

4.4 Patogenia

La enfermedad es contagiosa y se transmite directamente por contacto con animales
domésticos o silvestres infectados, o de forma indirecta, por ingestién de alimentos
contaminados. Las vias de infeccidn se determinan post-mortem segun la localizacién
del complejo primario, en donde se entiende como tal, la lesion en el foco inicial y los
ganglios linfaticos regionales afectados. La via de contagio mas importante en el
bovino es la respiratoria (80%), que ocurre mediante inhalacidn de particulas de polvo
contaminadas por la propia bacteria (Paullier et al. 1986; De Kantor et al. 2008). Esta
via de transmisiéon se ve facilitada por el comportamiento natural del bovino,
especialmente en rodeos lecheros con altas densidades de animales como ocurre
durante el ordefie, en feed lots, remates de feria y maniobras de transporte (Crosi
2017).

La via digestiva (20%), ocurre ya sea por ingestién accidental de saliva u otras
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secreciones de animales enfermos, contaminacién de comederos o bebederos vy el
ambiente. Esta ultima es una via muy importante de contagio para los terneros
lactantes (Canal 2012). En adultos, aunque con menos frecuencia, la infeccion por la
via digestiva puede presentarse cuando las condiciones ambientales son favorables
para la supervivencia de M. bovis, presente en las pasturas o agua de bebederos. A
pesar de esto, es probable que la contaminacion de praderas no tenga un efecto
sustancial en la epidemiologia de la enfermedad, ya que la dosis oral infectiva es alta
y la persistencia de esta bacteria en el medio no siempre es duradera (Morris, Pfeiffer,
y Jackson 1994).

La infeccidn cutanea es rara en animales y se debe a la contaminacion de lesiones
primarias con las micobacterias, y suele limitarse al punto de entrada y al ganglio
linfatico regional (Rodriguez et al. 2010). Otras vias de transmision conocidas, aunque
menos frecuentes, son la infeccibn congénita, a través de vasos umbilicales,
transmision venérea e infeccion intramamaria (Neill et al. 1994).

La dosis infectiva del M. bovis depende de la via de entrada del bacilo al organismo
del animal, es asi que para infectar un bovino por via digestiva se necesita una dosis
mucho mayor que para producir la infeccion por via aerogena (Palmer yRay Waters
2006). Se ha demostrado experimentalmente que dosis bajas de 1-5 bacilos pueden
producir infeccion mediante la via respiratoria (Neill, O'Brien, y Hanna 1991; Johnson
et al. 2007), mientras que se necesitan del orden de 106 bacilos para producir la
enfermedad por via oral (Francis 1947).

Primariamente, las bacterias se multiplican en el sitio de ingreso y se desencadena
una respuesta inmunitaria del huésped. Los macroéfagos fagocitan al agente y lo tratan
de destruir, pero las micobacterias presentan un mecanismo de evasion de lisis celular
y pueden sobrevivir dentro de estas células. Estos, con el agente fagocitado, llegan a
los linfonodos de drenaje y activan a los linfocitos T, donde la activacion continua de
los linfocitos lleva a la formacion de los granulomas tratando de aislar a los bacilos
(Rodriguez et al. 2010).

El bacilo tuberculoso una vez dentro del animal, puede diseminarse en dos etapas:
una tuberculosis primaria y, posteriormente, una tuberculosis secundaria (periodo de
diseminacion post-primaria). La tuberculosis primaria comprende la lesion inicial en el
organo que actua como puerta de entrada siendo éste el foco primario. Posteriormente
o simultaneamente los bacilos drenan por via linfatica a los ganglios linfaticos
regionales donde se origina el mismo tipo de lesion. La combinacion de lesiones en el
organo de entrada y en el ganglio linfatico regional constituye el complejo primario. La
tuberculosis secundaria incluye el periodo de diseminacion post-primario. Al verse
afectado el sistema inmunoldgico del animal, los bacilos dan origen a granulomas en
los 6rganos donde se detienen; la diseminacién de las lesiones se puede realizar por
via linfatica, sanguinea o por contacto seroso (Rodriguez et al. 2010).
La diseminacion de la bacteria por sangre al resto del organismo, genera multiples
granulomas en el parénquima de 6rganos tales como pulmén, higado, riidn, testiculo,
glandula mamaria, médula ésea y meninges, cuadro que se denomina tuberculosis
miliar. Si la diseminacion es por la linfa y en forma retrégrada, se afectan las serosas
como pericardio, pleuras y peritoneo, dando origen al cuadro conocido como
tuberculosis perlada. Si el sistema inmune no detiene la multiplicacion de la bacteria
a este nivel, la infeccion se propaga por los canaliculos de los érganos y puede llegar
a formar cavidades en ellos, llegandose al cuadro conocido como tuberculosis

14


https://paperpile.com/c/bKaRer/ChrIt
https://paperpile.com/c/bKaRer/7Kxtj
https://paperpile.com/c/bKaRer/7Kxtj
https://paperpile.com/c/bKaRer/nNy2m
https://paperpile.com/c/bKaRer/9SUL9
https://paperpile.com/c/bKaRer/hzNZo
https://paperpile.com/c/bKaRer/hzNZo
https://paperpile.com/c/bKaRer/L89YX+MiU3V
https://paperpile.com/c/bKaRer/L89YX+MiU3V
https://paperpile.com/c/bKaRer/koNdA
https://paperpile.com/c/bKaRer/nNy2m
https://paperpile.com/c/bKaRer/nNy2m

cavitaria, donde la micobacteria ademas puede ser eliminada al medio ambiente
(Gazquez 1991).

El granuloma especifico de la TBB, el tubérculo, se encuentra en forma nodular bien
delimitado y de tamarno variable. Existe en ellos una disposicidn celular concéntrica
alrededor del agente patdégeno, predominando desde adentro hacia fuera por
macrafagos activados y modificados (células epitelioides y de Langhans), linfocitos T
y fibroblastos. Pasado algunos dias, se observa al centro del granuloma un proceso
de necrosis de caseificacion determinado por la muerte sucesiva de células
inflamatorias. Al cabo de algunas semanas, la lesion es encapsulada por tejido
conectivo que mas tarde se calcifica (Gehlen Thiessen 2015). Debido a que la via
respiratoria es la principal via de infeccion en la TBB, se ha descrito que la mayor parte
de las lesiones observadas en esta especie se localizan en la cavidad toracica. En un
estudio realizado por (Corner et al. 1990), en donde examiné las ubicaciones de las
lesiones tuberculosas en los 6rganos de bovinos con una sola lesion, encontré que el
organo afectado con mayor frecuencia era el linfonodo retrofaringeo medial (29,4%),
seguido del linfonodo mediastinico (28,2%), el linfonodo traqueobronquial (18,0%) y
los pulmones (8,0%).

Otros factores como la edad del animal o su comportamiento, asi como el sistema de
produccion influyen en la patogénesis de la enfermedad. En general, los animales
jévenes desarrollan lesiones mas severas que los adultos (Martin-Hernando et al.
2007). Ademas, la enfermedad es mas frecuente en vacas lecheras debido al
hacinamiento, y un mayor periodo de vida y estrés productivo (Ramirez-Villaescusa et
al. 2010).

4.5 Respuesta inmune

Para hacer frente a estos microorganismos intracelulares el hospedador cuenta con
la respuesta inmune innata, mediada sobre todo por fagocitos y células Natural Killers,
y con la respuesta inmune adaptativa. La inmunidad innata, generalmente, no puede
erradicar estas infecciones por lo que se necesita la contribucién de la inmunidad
adaptativa, la cual esta compuesta en este caso principalmente por los macréfagos
activados vy los linfocitos T, células responsables de brindar la principal respuesta
protectora e impedir el crecimiento y diseminacion del M. bovis (Abbas, Lichtman, y
Pillai 2012).

La TBB estimula el desarrollo de diferentes tipos de respuesta inmune y el espectro
de esta respuesta depende en gran medida de la etapa del proceso en que esté la
enfermedad. Tanto la respuesta inmune celular, mediada por células, como la
respuesta inmune humoral, mediada por anticuerpos, pueden ser inducidas por las
micobacterias. La primera esta involucrada en las primeras etapas de la enfermedad,
mientras que la respuesta mediada por anticuerpos se detecta en etapas tardias (Neill,
Bryson, y Pollock 2001). La inmunidad celular es el tipo de defensa mediada por
linfocitos T, de los que existen dos tipos: los linfocitos T CD4+, que reclutan fagocitos
y los activan a través de citoquinas como el IFN-y para inducir la muerte de los
patdgenos; y los linfocitos T CD8+ citotdxicos, quienes provocan la lisis de las células
infectadas. Ambos tipos de linfocitos son de importancia para la proteccion frente a
bacterias intracelulares (Crosi 2017).

La respuesta celular especifica que se desencadena frente a los antigenos del M.
bovis es principalmente una respuesta de linfocitos T CD4+, los que se diferencian en
efectores Th1 (linfocitos T colaboradores o “helpers”) bajo la influencia de la IL-12
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producida por macrofagos. Estos linfocitos liberan por un lado IL-1 con la capacidad
de expandir la poblacién de células T antigeno-especificas, y por otra parte, producen
IFN-y y otras citoquinas que atraen mas macrofagos al foco inicial y activan sus
mecanismos micobactericidas (Neill et al. 1994; Pollock, Welsh, y McNair 2005).

Los macrofagos son células del sistema inmune que cumplen un rol vital en las
reacciones del hospedador cuando se enfrentan al bacilo tuberculoso, sin embargo,
su papel tiene un rol antagonico; por un lado es la célula huésped de la micobacteria;
y por el otro, es la célula efectora para el control y destruccion de dicho patégeno
(Cooper y Khader 2008). Sirven de primera barrera en la defensa del hospedador,
aunque su activacion e interaccidn con el M. bovis llevan a una serie de eventos
inmunopatolégicos que resultan en la generacion de una inflamaciéon granulomatosa
caracteristica, capaz de causar lesiones tisulares (Neill, Bryson, y Pollock 2001). Este
tipo de reaccién inflamatoria, denominada hipersensibilidad de tipo retardada o de tipo
IV, puede considerarse como una forma especializada de inflamacidn dirigida frente a
microorganismos que son resistentes a la eliminacion por los procesos inflamatorios
convencionales (Tizard 2009), siendo el principal mecanismo inmune que tienen los
animales para detener la multiplicaciéon del bacilo e intentar localizar la infeccion. Pero
por otra parte puede determinar un deterioro funcional causado por |la necrosis tisular
y la fibrosis, como comunmente sucede en el pulmén, al ser un tejido que opone baja
resistencia y por su alta tension de oxigeno (Dannenberg 2001). La TBB es un buen
ejemplo de una enfermedad infecciosa en la que la lesion tisular se debe, sobre todo,
a la propia respuesta inmunitaria del huésped (Abbas, Lichtman, y Pillai 2012).

El M. bovis puede multiplicarse en forma logaritmica dentro de los macréfagos no
activados, por lo tanto, para controlar dicha multiplicacion los macrofagos que
contienen al patdogeno deben ser destruidos. Este dano tisular provocado por la
respuesta inmune es el causante de la necrosis caseosa en el centro de los tubérculos
en desarrollo, sin embargo, sin la existencia de este mecanismo inmunologico, la
necrosis tal vez sea minima, pero el crecimiento del bacilo no sera controlado y el
hospedador podria morir rapidamente por la enfermedad (Crosi 2017; Dannenberg
2001)

En cuanto a la respuesta inmune de base humoral, ésta no resulta de relevancia en
las primeras fases tras la infeccién, debido a que se trata de una bacteria intracelular
y el acceso de los anticuerpos dificilmente ocurra, imposibilitando su accién
destructora. A medida que la infeccion avanza y la inmunidad celular disminuye, se
produce un cambio en la predominancia de la poblacion de linfocitos, pasando de
linfocitos Th1 a Th2. Esto determina que la inmunidad humoral adquiera mayor
protagonismo (Casal 2015), con un incremento de anticuerpos especificos anti-M.
bovis producidos por células plasmaticas (McNair, Welsh, y Pollock 2007).

A pesar de que no se han definido con exactitud la duracién de ambos tipos de
respuesta inmune, estudios experimentales estimaron que el titulo de anticuerpos en
animales infectados es detectable entre 2 y 6 meses tras la infeccion y duran hasta 2
anos, mientras que se observd que la respuesta inmune mediada por células se
manifestaba entre 15 y 29 dias post-infeccion (Palmer yWaters 2011; Casal 2015).
Esta demostrado que existe una fuerte correlacion entre la reactividad de la prueba
cutanea y las respuestas de los linfocitos, como se demostré en un seguimiento de 19
afnos de 22 reactores a la tuberculina en donde tan solo tres individuos mostraron una
reversion de la prueba cutanea a negativo (Toossi y Ellner 1996).
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La importancia de comprender la forma en que se desencadena la respuesta inmune
frente a M.bovis radica en el valor diagnostico que esta posee. Particularmente, la
inmunidad mediada por células es el tipo de respuesta que se desencadena durante
la aplicacién de los test de diagndstico de campo (Neill, Bryson, y Pollock 2001), pero
explorar otras alternativas resultara de interés para una mejor comprension de la
enfermedad.

Es importante resaltar los conceptos de animal infectado y animal enfermo. Un animal
infectado es aquel que ha estado en contacto en algiin momento con las micobacterias
incluidas en complejo Mycobacterium tuberculosis y que, debido a ello, su sistema
inmunoldgico responde frente a los antigenos de estos patégenos en una segunda
exposicion, por ejemplo, al realizar la intradermotuberculinizacion. Un animal enfermo
es aquel que presenta sintomatologia y/o lesiones compatibles con la tuberculosis v,
por lo tanto, puede estar excretando el bacilo y transmitiendo la infeccion a otros
animales. La reaccion de un animal a las pruebas inmunolégicas indica infeccion y no
necesariamente desarrollo de la enfermedad (Rodriguez et al. 2010).
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Figura 1. Representacion de la respuesta inmune frente a Mycobacterium bovis.
Adaptado de Nunes-Alves, C. et al (2014).

4.5.1 Anergia

La anergia se define como la falta de reaccién a un antigeno en un animal
sensibilizado; es una forma de tolerancia inmunoldgica (Tizard 2009).

Se considera que la anergia es un mecanismo de tolerancia, por el cual los linfocitos
T permanecen inactivos funcionalmente durante periodos prolongados. Si bien la
sobrevida de las células que entran en anergia no es la normal, es mucho mayor que
la de células que han iniciado el proceso de apoptosis. El mantenimiento del estado
de anergia puede requerir o no la persistencia del antigeno y puede ser o no reversible
con el agregado de IL-2. En sentido amplio, la anergia de células T puede ser de dos
categorias: detencién del crecimiento o anergia clonal e inhibicion generalizada de la
funcién proliferativa y efectora que algunos grupos denominan tolerancia adaptativa
(Schwartz et al. 2004).
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Es un mecanismo de tolerancia en el que el linfocito se inactiva intrinsecamente desde
el punto de vista funcional después de un encuentro con el antigeno, pero permanece
vivo durante un periodo prolongado de tiempo en el estado hiporreactivo. La
supervivencia de la célula anérgica no es necesariamente el periodo de vida normal
de la célula, pero debe ser mayor que el periodo estandar de 8 a 24 h observado para
las células que han iniciado un proceso de muerte apoptética. Una variedad de
limitaciones funcionales caracterizan el estado anérgico, incluida la divisién celular, la
diferenciacioén celular y la produccion de citoquinas. La unica caracteristica acordada
es que el estado en si debe ser autbnomo celular, distinguiéndose de la
inmunorregulacién mediada por otras células de la poblacion (células reguladoras),
aunque la induccion podria involucrar a dichas células (Schwartz et al. 2004).

La hiporreactividad inmunoldgica (anergia) es concomitante de enfermedades debidas
a patogenos intracelulares y esta bien demostrada en la tuberculosis. La expresiéon de
anergia en la tuberculosis abarca la depresion de la hipersensibilidad de tipo
retardado, que se manifiesta como una reaccion deprimida a la prueba cutanea de la
tuberculina. La evidencia de inmunosupresion, que parece limitarse principalmente a
antigenos micobacterianos, se ha documentado en diferentes poblaciones humanas
con tuberculosis activa en todo el mundo, independientemente del estado previo de
vacunacion con la cepa BCG. No se sabe si la atenuacion de las respuestas del
huésped a los antigenos de Mycobacterium spp que estimulan o mantienen la
inmunidad protectora es un factor en el desarrollo de la tuberculosis o contribuye a la
cronicidad de la enfermedad. Sin embargo, parece que la anergia en la tuberculosis
activa esta mediada en gran parte por monocitos que muestran signos de activacion,
posiblemente por exposicion a antigenos micobacterianos o citocinas in situ.
Mycobacterium spp y sus constituyentes son potentes en la estimulacion de los
monocitos para producir una serie de citocinas, en particular el factor de crecimiento
transformante B (TGF-R), que es supresor de los linfocitos, desactiva las funciones
efectoras de los macréfagos y promueve la fibrosis (Wahl 1992). Los circuitos
inmunosupresores se activan in situ cuando los monocitos recién reclutados se
encuentran con antigenos micobacterianos y sus productos; en el sitio de infeccién
estos circuitos pueden contribuir a la inmunopatogénesis, mientras que en sitios
locales de exposicion a antigenos (prueba cutanea) pueden modular la expresion
(Friedman 2000).

Tanto la anergia de la prueba cutanea como las respuestas de los linfocitos a la PPD
varian segun la carga micobacteriana y/o la extension de la patologia en el sitio de la
enfermedad (Friedman 2000). Por ejemplo, entre los pacientes con tuberculosis
pulmonar, aquellos con enfermedad muy avanzada no solo tienen una mayor
frecuencia de pruebas cutaneas negativas (hasta un 50%), sino que el tamano de su
reaccion es significativamente menor que en pacientes con tuberculosis pulmonar
moderada o minima. Por el contrario, el 100% de los pacientes con enfermedad
minima dan positivo en la prueba cutanea de PPD y demuestran reacciones sélidas
(Toossi y Ellner 1996).

En cuanto al ganado bovino, (Lepper, Pearson, y Corner 1977) definieron la anergia
como "el fracaso de un animal con evidencia visible de tuberculosis para mostrar una
respuesta de hipersensibilidad retardada a la tuberculina" y se sabe que ocurre en
animales con infeccion avanzada o generalizada. La ausencia de respuesta a la
prueba de rutina en animales infectados ocurre particularmente cuando la carga
bacteriana es alta (Medeiros, Marassi, Figueiredo, y Lilenbaum. 2010). Los complejos
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mecanismos inmunoldgicos que subyacen a su desarrollo implican una interaccion
entre las micobacterias y las células fagociticas, que luego interactuan con
poblaciones especificas de células T.

Se han descrito signos clinicos inusuales de TBB asociados con la infeccién por el
virus de la diarrea viral bovina (BVDV) en terneros, y se sospecha que el BVDV y
posiblemente otros virus pueden interferir con la respuesta inmune de algunos
animales a la TBB y otras infecciones, y pueden estar asociados con la anergia
(Monies yHead 1999). Sin embargo, estudios realizados en nuestro pais no
encontraron asociacion entre la respuesta a la PAC con la presencia de este virus,
pero demostraron una asociacion positiva entre la presencia de linfocitosis en
animales positivos al virus de la leucosis bovina (de conocido efecto inmunosupresor)
y la reaccion positiva a la PAC (Giordano Fabre yTristant Lema 2020). También se
menciona que las parasitosis asi como la infeccién por Paratuberculosis puede
interferir negativamente en la reaccion a la prueba intradérmica (Salgado 2022).

4.6 Signos clinicos

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad, natural o producida
experimentalmente, estan influenciadas por varios factores como son la ruta de
infeccion o inoculacién, los factores derivados del hospedador (principalmente la
calidad de la respuesta inmune), la virulencia de la cepa de microorganismo, y la dosis
recibida (Neill et al. 1994). De este modo, si la infeccidon se ha producido por via
aerogena estaran principalmente afectados los 6rganos y linfonodos asociados al
aparato respiratorio; mientras que si la via es oral las lesiones se produciran en
localizaciones extrapulmonares.

En el caso de que las lesiones se encuentren en el pulmén, se manifiesta con tos seca
intermitente que podria estar inducida por cambios de temperatura o la presién en la
traquea, asi como neumonia. En estados avanzados de la enfermedad existe un
engrosamiento de los linfonodos que podrian obstruir el paso del aire, el tracto
alimentario u oprimir los vasos sanguineos. Otros sintomas habituales son la
debilidad, pérdida de apetito y de peso, fiebre fluctuante, tos seca intermitente, diarrea
y ganglios linfaticos grandes y prominentes (Neill, Bryson, y Pollock 2001).

En los paises sometidos a los programas de erradicacion de la tuberculosis bovina,
como lo es Uruguay, la sintomatologia clinica se encuentra rara vez en la ganaderia
bovina ya que el uso del test de la intradermotuberculinizacion permite un diagndstico
presuntivo y elimina los animales infectados antes de la aparicion de signos clinicos.
En los afos previos a la implantacién de los programas de erradicacion, era frecuente
observar la sintomatologia asociada con la tuberculosis (Vestal 1977).

En la necropsia los granulomas se consideran lesiones patognomonicas de la
tuberculosis. La apariencia de un granuloma tuberculoso suele ser amarillenta y
caseosa, calcificada o presentar una combinacién de ambas. El tamafio de las
lesiones varia desde un tamarfio imperceptible al ojo humano y la implicacién de una
gran parte del érgano (Carrisoza-Urbina et al. 2019).

4.7 Diagnéstico

El diagnéstico actual de la tuberculosis se basa fundamentalmente en la deteccion
directa del agente etioldgico, y la deteccion indirecta mediante la determinacién de la
respuesta inmune desencadenada por la infeccion.
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4.7.1 Deteccion directa del agente etiolégico

4.7.1.1 Examen microscopico

La observacion en frotis de micobacterias se manifiesta por la resistencia al acido de
M. bovis que suele demostrarse mediante la tincidn clasica de Ziehl-Neelsen, pero
también puede utilizarse una tincién acidorresistente fluorescente. La acido-alcohol
resistencia es la propiedad que tienen las micobacterias de captar en su pared fucsina
fenicada (de color fucsia) o auramina (amarillo fluorescente) y retenerla aun con la
accién de decolorantes, como la mezcla de acido y alcohol. Esta caracteristica se
debe al alto contenido en lipidos, particularmente a los acidos micadlicos, que poseen
en la pared celular. Asi, utilizando una técnica adecuada es posible identificar al bacilo
de la tuberculosis en la muestra como un bastoncito rojo fucsia o fluorescente sobre
una coloracion de fondo que facilita su visualizacion. Esta propiedad no es especifica
del bacilo de la tuberculosis, sino que la tienen todos los bacilos del género
Mycobacterium, aun las micobacterias ambientales y otros pocos microorganismos.
Las principales limitaciones de este método diagndstico es que requiere de una
elevada carga bacteriana (entre 5.000 y 10.000 bacilos por mililitro de muestra) y que
es poco especifica (Latini y Barrera 2014).

4.7.1.2 Cultivo bacteriolégico

El diagndstico bacteriolégico se considera la prueba de referencia (gold standard) y
debe emplearse siempre para la confirmacion de la infeccién en un rebafo. Para el
aislamiento de las micobacterias pertenecientes al complejo MTC debe tenerse en
cuenta que se trata de microorganismos con un crecimiento lento. Por ello, es
necesario seguir un protocolo que permita la recuperacion selectiva de estos
microorganismos, ya que la mayoria de las muestras contienen también otras
bacterias de crecimiento rapido que pueden alterar el pH, modificar con sus enzimas
la composicion de los medios y enmascarar con su crecimiento el de las
micobacterias. Ademas, no todas poseen los mismos requerimientos nutritivos y, por
ende, es necesario el uso de medios especificos. Los medios de cultivo sélido mas
empleados contienen una base de yema de huevo como lo son el Lowenstein-Jensen
(Stonebrink 1958) y el Stonebrink (Rusch-Gerdes, Schroder, y Fetting 1985; Goh y
Rastogi 1991; Carbonnelle et al. 1995). Estos medios incluyen glicerol, compuesto
requerido para el crecimiento de M. tuberculosis pero que M. bovis no puede usar para
su crecimiento (Hines, Payeur, y Hoffman 2006). Para suplir esta deficiencia
enzimatica y favorecer el crecimiento de M. bovis, el piruvato sédico ha sido
incorporado a los medios de cultivo (Keating et al. 2005).

Los cultivos se incuban durante un minimo de 8 semanas (y preferiblemente durante
10-12 semanas) a 37°C con o sin CO2. Los medios deben estar en tubos bien
cerrados para evitar la desecacion. Se comprueba si en las superficies inclinadas hay
crecimiento macroscopico a intervalos peridédicos durante el periodo de incubacion.
Las colonias son pequefias, secas y con aspecto escamoso. Cuando hay crecimiento,
se debe preparar y tefir frotis mediante la técnica de Ziehl-Neelsen. El crecimiento de
M. bovis en general tiene lugar en un plazo de 3— 6 semanas de incubacién en funcion
de los medios utilizados (OMSA 2021).

La principal limitacion que presenta esta técnica es que la probabilidad de obtener un
cultivo positivo de un animal infectado es mayor si se parte de muestras con lesiones
compatibles, llegando hasta el 85%, pero su sensibilidad es muy limitada en las fases
tempranas de la infeccién, siendo dificil confirmar la enfermedad (OMSA 2021).
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4.7.1.3 Histopatologia

Consiste en la observacion anatomopatoldgica del granuloma tuberculoso, localizado
normalmente en el pulmén y/o en los linfonodos bronquiales y mediastinicos. Los
granulomas son formaciones de caracter inflamatorio productivo, por lo comin de 1 a
2 mm de diametro, formados por células de caracter inflamatorio como macréfagos,
histiocitos, células gigantes de Langhans y linfocitos (Casal 2015). Se pueden detectar
bacilos acido alcohol resistentes libres en el citoplasma de los macréfagos. Se debe
considerar que esta técnica proporciona resultados presuntivos (Irureta 2016).

4.7.1.4 Método de reconocimiento de acidos nucleicos

A partir del cultivo de un integrante del complejo Mycobacterium tuberculosis se puede
realizar la confirmacion de TBB al detectar fragmentos especificos del ADN, a través
de la conocida reaccidn en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction: PCR).
Mediante una previa lisis de celular y liberacién de su ADN, esta técnica permite
amplificar secuencias especificas de ADN, generando millones de copias a partir de
una sola molécula. Es considerada una prueba de diagnodstico con alta sensibilidad,
similar al cultivo bacteriolégico (Dominguez Rodriguez, Mateos Garcia, y Suarez
Fernandez 1996). Ademas del cultivo puro de M. bovis, existen otro tipo de muestras
a partir de las cuales se puede realizar esta técnica, como lo son los tejidos o liquidos
bioldgicos, ya sea colectados in-vivo o luego de una necropsia o faena de animales
(Crosi 2017).

Su eficacia radica en la rapida identificacién de patégenos de dificil cultivo. En ese
contexto, el desarrollo de un procedimiento que identifica directamente a
Mycobacterium bovis en muestras de tejido y secrecién proveniente de animales
tuberculosos debe ser el objetivo de todos los paises (OMSA 2021).

La identificacion mediante esta técnica puede basarse en la deteccion del complejo
de M. tuberculosis, o bien detectar secuencias especificas de M. bovis. Lo mas
utilizado es la identificacion especifica de una cepa como M. bovis utilizando PCR para
la deteccion de una mutacién en las posiciones nucleotidicas 285 del gen oxyR, 169
del gen pncA, 675/756/1311/1410 y 1450 del gen gyrB y la presencia/ausencia de RD
(Regiones de Diferencia) (Espinosa de los Monteros et al. 1998; Huard et al. 2006;
Parsons et al. 2002; Romero et al. 1999).

La técnica ddPCR es la tercera generacién de PCR que permite la cuantificacion
precisa de los acidos nucleicos diana dentro de una muestra. La capacidad de ddPCR
para detectar y cuantificar con precisién objetivos poco abundantes ha llevado a sus
aplicaciones de rapido crecimiento en la deteccion de diferentes patdgenos
(Nyaruaba, Mwaliko, Kimutai, y Wei. 2019). Esta técnica ha sido utilizada para el
diagndstico de Mycobacterium tuberculosis en muestras tales como esputo, sangre y
tejidos, con una alta sensibilidad en comparacion a la PCR cuantitativa existente (Real
time PCR), permitiendo detectar infecciones in vivo de manera rapida (Cao et al. 2020;
Yang et al. 2017; Aung, Faksri, Sangka, Tomanakan, y Namwat. 2023.).

Otras técnicas de tipificacion molecular, como la espoligotipificacion, permiten

identificar cepas de M. bovis y proporcionan cierta informaciéon de tipificacion
molecular sobre la cepa que tiene valor epidemiolégico (Kamerbeek et al. 1997).
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Se debe tener en cuenta que en la actualidad la técnica de la PCR a tiempo final se
utiliza principalmente sélo para el diagndstico post-mortem de los animales (Schiller
et al. 2010), mientras que la Real-Time PCR ha sido probada con fines investigativo
para el diagndstico desde tejido de animales faenados (Moura et al. 2016), y la ddPCR
solo han sido aplicada para el diagndstico de tuberculosis en humanos.

4.7.2 Deteccion de la respuesta inmune del hospedador

4.7.2.1 Intradermotuberculinizacion

Este tipo de diagndstico se basa principalmente en la deteccion de la respuesta
inmune de tipo celular, liderada fundamentalmente por linfocitos Th1 (de la Rua-
Domenech et al. 2006), la cual es predominante en etapas iniciales e intermedias
luego de la infeccién por M. bovis (Pollock, Welsh, y McNair 2005).

La base inmunoldgica de estas pruebas es la reaccion cutanea de hipersensibilidad
de tipo IV o retardada, que se desencadena en respuesta a la inoculacién intradérmica
de un derivado proteico purificado (PPD). Los animales que han sido previamente
sensibilizados con el patégeno (expuestos), desarrollan una reaccion inflamatoria
localizada en el punto de inoculacion, tomada como indicador de infecciéon (Thom et
al. 2004). La misma se inicia entre las 12 y 24 horas posteriores a la inoculacion,
alcanzando su maxima intensidad a las 48-72 horas, para posteriormente disminuir
(Tizard 2009; Francis et al. 1978). El proceso inflamatorio que se desarrolla en este
animal sensibilizado (previamente expuesto a M. bovis), se caracteriza por la aparicion
local de un edema, induracion, enrojecimiento y aumento de temperatura,
evidenciable a la inspeccion visual y palpacion. Puede presentarse a su vez con dolor,
exudado, necrosis y en ocasiones con infiltracién de los ganglios linfaticos regionales
(Schiller et al. 2010; Casal 2015).

Existen tres formas de aplicacion del test de tuberculina intradérmica mundialmente
utilizadas: Test de Tuberculina Ano-Caudal Simple (PAC); Test de Tuberculina
Cervical Simple (PCS); Test de Tuberculina Cervical Comparativa (PCC).

La prueba simple intradérmica consiste en la inoculacién intradérmica del derivado
proteico purificado en el centro del pliegue ano-caudal (PAC) o en la tabla del cuello
(cervical simple-PCS), seguida de su posterior evaluacion a las 72 horas (x 6 horas)
post-inoculacion de PPD. Para el caso particular del PCS esta evaluacion se realiza a
través de la medicion del espesor de piel por medio de un instrumento de medida
como el cutimetro (Francis et al. 1978). En ambos casos se debe prestar especial
atencion en inocular el volumen recomendado, debido a que dosis mayores o menores
tienden a ser un factor contraproducente para la respuesta al test (Monaghan et al.
1994). La PAC es la prueba simple mas utilizada en la actualidad por resultar de mas
facil realizacién; consiste en la inoculacién en forma intradérmica de 0,1ml (32500
Ul/ml) de PPD bovino a nivel del tercio posterior del pliegue ano-caudal,
aproximadamente a unos 6 cm de la base de la cola. Se debe procurar una adecuada
higiene de la zona a inocular y que la misma se encuentre sin lesiones ni cicatrices
que puedan falsear el posterior resultado (Errico 1989). En Uruguay la interpretacién
estandar de la PAC es que cualquier reaccion visible o palpable en el sitio de
inoculacion se considera como resultado positivo.

A raiz de la lectura, los animales reactores son sometidos a la prueba comparativa
como método de confirmacién de la infeccion. El test de tuberculina cervical
comparativa (PCC) es una prueba que utiliza en forma simultanea PPD bovino y PPD
aviar, ambas inoculadas en forma intradérmica en la tabla del cuello, a una dosis de
0,1ml (32500 Ul/ml). La tuberculina aviar es inoculada aproximadamente a 10 cm
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debajo de la cresta del cuello, mientras que la tuberculina bovina a unos 12 cm por
debajo de esta ultima. Para su aplicacion se debera cortar el pelo, higienizar y medir
el espesor de cada zona a inocular para comparar posteriormente con la medida
efectuada luego de transcurridas 72 horas (Monaghan et al. 1994; Errico 1989).

Los animales infectados con M. bovis tendran una respuesta inflamatoria mayor en el
sitio de inoculacién de PPD bovino en comparacion con el aviar (Francis et al., 1978).
Para considerar un animal como positivo, el aumento del espesor de la piel en el sitio
de inoculacion de PPD bovino debera ser > 4mm al espesor de piel en el punto donde
se inoculd la tuberculina aviar, no concluyente cuando la diferencia no supera los 4mm
y negativo cuando el espesor de piel donde se inoculé PPD bovino es igual o menor
al de PPD aviar (Casal 2015).

La prueba de tuberculina comparativa tiene la ventaja que permite discriminar entre
las reacciones dadas efectivamente por el M. bovis de aquellas dadas por M. avium u
otras micobacterias ambientales, minimizando de esta forma las reacciones cruzadas
que no eran detectadas por las pruebas simples. Es por esta razén, que se considera
la PCC como el método de diagndstico con mayor especificidad entre las pruebas de
tuberculina y es utilizado para confirmar la enfermedad a nivel de campo (Monaghan
et al. 1994, de la Rua-Domenech et al. 2006).

Se han descrito valores de sensibilidad de la intradermoreaccion que varian entre 65
y 100% para el caso de la PCC, mientras que la especificidad se ha registrado entre
75y 99%. Por su parte, el test simple aplicado en el pliegue ano-caudal (PAC) puede
presentar una sensibilidad entre 63,2 y 96,8% y una especificidad entre 96 y 98,8%
(Monaghan et al. 1994; de la Rua-Domenech et al. 2006; Vordermeier, Whelan, y
Hewinson 2008).

4.7.2.2 Prueba del Interferon-Gamma

La prueba del ensayo de liberacion del interferon-gamma (IGRA), detecta una
respuesta inmunitaria mediante células frente a la infeccién por M. bovis, siendo la
prueba sanguinea mas utilizada. Dicho test mide la produccion de IFN-y producida por
los linfocitos estimulados con la PPD bovina in vivo, comparandola normalmente con
la produccion al realizar la estimulacién con PPD aviar (Rothel et al. 1992). El IFN-y
es el encargado de la activacion de los macréfagos, siendo una citoquina
proinflamatoria fundamental en la infeccion tuberculosa, producida principalmente por
los linfocitos Th1 ya sensibilizados. Debido a su importancia es que esta prueba se
basa en su deteccion in-vitro, tras la estimulacion previa de la sangre con antigenos
especificos (Rothel et al. 1992). Esta presente de manera basal en el organismo y su
produccion puede aumentar también en infecciones distintas a la TBB, aunque en
animales infectados o sensibilizados con antigenos del complejo provoca un
incremento de su produccidn en forma especifica (Gormley et al. 2006).
Esta prueba ha demostrado una gran sensibilidad y es capaz de detectar animales
infectados en fases iniciales de la enfermedad (Gormley et al., 2006) pero tiene un
menor especificidad (Vordermeier, Whelan, y Hewinson 2008). En la actualidad se
utiliza en algunos paises como prueba diagndstica complementaria en paralelo con la
tuberculina, para la deteccion del maximo numero de animales infectados (Romero
Martinez 2010).

4.7.2.3 ELISA

La forma mas comun de la prueba de inmunoadsorcién ligada a enzimas (ELISA) se
utiliza para detectar y cuantificar anticuerpos especificos. Para realizar esta técnica,
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primero se llenan los pocillos de las microplacas de poliestireno con una solucién de
antigeno. Debido a que las proteinas se unen firmemente a las superficies de
poliestireno, los pocillos quedan recubiertos (tapizados) con una capa de antigeno
después de que el antigeno sin unir se haya eliminado por un lavado. El suero a
analizar se afnade a los pocillos, de manera que los anticuerpos especificos del suero
se uniran a la capa de antigeno. Después de incubar y lavar para eliminar los
anticuerpos sin unir, la presencia de anticuerpos unidos se detecta por la adicion de
una solucion que contiene una antiglobulina ligada quimicamente a una enzima. Esta
antiglobulina marcada se unira al anticuerpo y, después de la incubacion y el lavado,
se detecta y se mide al afiadir una solucion que contiene el sustrato de la enzima. La
enzima y el sustrato se seleccionan para asegurar que se desarrolla un producto
coloreado en el pocillo. Por tanto, la intensidad de color que se desarrolla es
proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en el suero analizado. La cantidad
de color se puede estimar mediante un espectrofotometro (Tizard 2009).

El uso del ELISA ha sido reportado por diversos autores desde hace varios afios, con
resultados parcialmente satisfactorios en comparacién con la prueba de la tuberculina,
lo cual se debe a la inconsistente sensibilidad (55%-87%) y especificidad (55%-90%)
reportadas, concluyendo varias publicaciones de que la herramienta no seria de
utilidad para el diagnostico precoz en el ganado (Amadori et al. 1998; Sayin yErganis
2013; Viviana Ritacco et al. 1990; Akcay yingr 2002; Chavez, Mancilla, Diaz, Pérez,
y Diaz. 2001). Dichos autores comparten el uso de PPD como antigeno para la
sensibilizacidon de las placas para la realizacion de la técnica, encontrando altos titulos
de anticuerpos en animales con tuberculosis ya avanzada.

Por otra parte, diversos autores han utilizado este ensayo para detectar animales
infectados en el rodeo, principalmente aquellos que se vuelven anérgicos resultando
como falsos negativos a la prueba intradérmica (Souza et al. 2019, 2022; Farias et al.
2012), obteniendo resultados alentadores. Esto se explica debido a que los bovinos
en ciertas circunstancias de la enfermedad (tuberculosis avanzada y posiblemente
diseminada) pueden volverse incapaces de reaccionar frente a un antigeno
administrado. Estos animales anérgicos al no reaccionar a la prueba intradérmica
permanecen el rodeo, constituyendo asi una fuente potencial de infeccion (Lilenbaum
yFonseca 2006). Un ELISA recientemente desarrollado basado en el complejo
proteico P22 ha mostrado un alto rendimiento en términos de sensibilidad (Se) y
especificidad (Sp) en cabras y bovinos de forma experimental (Javier Ortega et al.
2021; J. Ortega et al. 2022; Blanco Vazquez et al. 2021), por lo que es de esperar su
aplicabilidad en rodeos lecheros comerciales. EI mencionado complejo proteico tiene
la particularidad de presentar menos proteinas compartidas con el PPD bovino vy el
PPD aviar, lo cual genera una mayor especificidad y a su vez, las proteinas que
presenta son de elevada inmunogenicidad, siendo estas las principales responsables
de activar a los linfocitos B y asi la produccién de anticuerpos, por lo que también es
de esperar una mayor sensibilidad (Infantes-Lorenzo et al. 2017).

Se debe tener presente que M. bovis en etapas tempranas de la infeccion estimula en
el hospedador una marcada respuesta inmune celular, pero una pobre respuesta
humoral (Neill, Bryson, y Pollock 2001). A medida que la infeccion progresa se
manifiesta un cambio en el perfil de la respuesta inmune del animal, la respuesta
celular decrece al tiempo que la respuesta basada en anticuerpos se hace mas fuerte
(Marassi et al. 2013). Este efecto genera un estado de anergia en los animales frente
a las pruebas de diagndstico que evaluan la inmunidad celular (Pollock, Welsh, y
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McNair 2005). Debido a esta particularidad es que los trabajos realizados en diferentes
paises varian mucho entre si, ya que los resultados obtenidos dependen en gran
medida de la prevalencia de la enfermedad, asi como la frecuencia de la realizacion
de pruebas para detectar animales positivos.

A pesar de esto, se ha demostrado que la aplicacion previa de PPD de manera
intradérmico en los animales incrementa la sensibilidad del test serolégico (Schiller et
al. 2010), debido al efecto booster que tiene sobre la respuesta de anticuerpos
especificos (Thom et al. 2004).

4.8 Legislacion Nacional

En 1882 Robert Koch descubrié el bacilo causante de la tuberculosis y en 1890
presentd sus estudios sobre la tuberculina. En el Uruguay, el 14 de octubre de 1896
la Municipalidad de Montevideo dicté la ordenanza que impuso la intervencion del
Laboratorio Municipal de Bacteriologia y Micrografia como requisito previo a la entrada
de animales lecheros a tambos de Montevideo, y la observacion clinica vy
tuberculinizacién en el Corraldon Municipal. En 1902 el Ministerio de Gobierno aprobé
una ordenanza y reglamento referente al servicio de tuberculinizacion e inspeccion
veterinaria, estableciendo que ningun animal destinado a la explotacién lechera seria
admitido en tambos y lecherias de Montevideo sin contar con autorizacion otorgada
previo examen veterinario y tuberculinizacién satisfactoria. Los propietarios de los
animales decomisados recibian compensacion (Casas Olascoaga 2013).

La TBB ya se nombro en la lista original de las enfermedades de la ley 3.606 del 13
de abril de 1910 de todas las especies, es de denuncia obligatoria para productores o
encargados de animales y veterinarios la sospecha o presencia de la enfermedad,
incluyéndose dentro de los vicios redhibitorios. El reglamento de tambos y lecherias
de 25/11/1911 contiene normas claras sobre tuberculinizacién de ganado lechero y se
prevé la inspeccidén por los servicios veterinarios oficiales, ademas de instalar el
principio de calidad de la leche (Casaux 2005). Desde 1916 es obligatoria la
tuberculinizacion en todo el territorio nacional (Casas Olascoaga 2013).
Por ley Nro. 10.045 de 10 de septiembre de 1941 sobre Indemnizacion al Ganado
Lechero y su decreto reglamentario de 20 de febrero de 1941 se establece la
identificacion, sacrificio e indemnizacion de los animales reaccionantes a las pruebas
tuberculinicas. Por decreto del 9 de septiembre de 1952 se suspendi6 el pago de las
indemnizaciones por sacrificio de los animales reaccionantes por motivos econémicos
y sanitarios (Casas Olascoaga 2013).

Por decreto en 1963 se implemento el Plan de Leche Calificada, segun el cual la leche-
cuota con destino al abastecimiento recibié precios diferenciales: las usinas
pasteurizadoras de la Cooperativa Nacional de Productores de Leche
(CO.NA.PRO.LE) bonificaron con un precio estimulo a leche de predios adheridos
voluntariamente, si cumplian con los requisitos higiénico — sanitarios del ambiente, de
los operarios y los animales, y en el 1976 ése programa llegd a todo el pais (Errico,
Barriola, y Laborde 1980).

Segun el decreto 79/84 del 22 de febrero de 1984 debe comunicarse de forma
inmediata el servicio veterinario departamental de la Division Sanidad Animal (DSA)
del MGAP si se detectaron animales con resultado positivo a la prueba presuntiva de
TBB. El veterinario oficial debe realizar la prueba intradermotuberculinizacion cervical
comparativa, la prueba confirmatoria a los animales anteriormente detectados
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positivos a TBB. Por decreto 90/95 de 21/2/1995 se instala el Sistema Nacional de
Calidad de Leche para determinar las exigencias minimas y obligatorias para su
posterior pasteurizacion e industrializacion. Por decreto 2/97 de 3/1/1997 se incluyen
las exigencias sanitarias del personal y de los animales, habilitacion de las
instalaciones, 'y empresas receptoras de leche (Casaux 2005).
En 1998 se regularizaron por ley los requisitos sanitarios para los establecimientos
productores de leche, la declaracion de predios oficialmente libres de Brucelosis y
Tuberculosis y la vigilancia epidemiolégica (Decreto 20/998 de 22/1/1998). Por ese
decreto se previo que es obligatoria la sanidad del ganado completo para obtener la
habilitacion o refrendacion de toda empresa que produzca leche con destino
comercial. Referido a Ila TBB se estableci6 que la prueba de
intradermotuberculinizacion con PPD bovina se debe realizar en un intervalo minimo
de 6 meses y maximo de 12 meses (Casaux 2005) como lo sugiere el cddigo sanitario
de la OIE. Con la trazabilidad grupal de DICOSE y con las herramientas del SNIG al
detectar un foco se reconstruyen movimientos de ganado hasta 2 afios para detectar
predios epidemioldgicamente relacionados y tomar medidas anticipadas en los
predios relacionados al foco. Esa medida disminuye y eventualmente evita la
diseminacion de la enfermedad. Se debe realizar la prueba tuberculinica en el ganado
lechero de tambos remitentes a plantas industrializadoras de lacteos como requisito
para la habilitacion inicial y luego la refrendacion anual, obligatoria por Decreto 64/02
para la declaraciéon de rebafio oficialmente libre, cumpliendo con los requisitos
establecidos en el Decreto 20/998.

Segun Decreto 79/984 la prueba tuberculinica ano-caudal (PAC), realizado por un
veterinario habilitado, consta de la inoculacion intradérmica de 0,1ml de la tuberculina,
el derivado proteico purificado de M. bovis (PPD bovina) en el pliegue ano-caudal. La
lectura se realiza 72 + 6 horas luego de inocular el reactivo mediante la palpacion del
lugar de inoculacién. Cualquier reaccion (engrosamiento, fibrosis, calor, rubor u otra)
significa que el animal ha estado en contacto con algun antigeno de Mycobacterium'y
requiere la realizacion de la prueba cervical comparativa (PCC) como prueba
confirmatoria. Esta prueba se aplica para diferenciar una infeccion por M. bovis de una
reaccion cruzada por M. paratuberculosis spp. avium u otra especie del género
Mycobacterium. Por ello se inoculan PPD aviar y PPD bovina en la tabla del cuello del
animal positivo a la PAC. La lectura de la PCC también se debe realizar a las 72 £ 6
hs y se realiza midiendo los dos sitios de inoculacion con un calibre (cutimetro). Es
positiva cuando hay una diferencia de 5 o0 mas mm del pliegue a favor de la PPD
bovina con respecto a la PPD aviar. La PCC se debe realizar dentro de los 10 dias o
60 dias posteriores a la PAC por veterinarios oficiales ya que el animal puede
encontrarse temporalmente desensibilizado luego de inocular PPD. La estrategia del
programa sanitario se basa en el principio prueba-sacrificio. Los animales
reaccionantes son marcados a fuego con una “T” de 8 cm en la quijada derecha y
deben ser enviados a faena dentro de un plazo de 30 dias, se interdicta (cuarentena)
el predio y se investiga el predio foco, los linderos y los relacionados
epidemioldgicamente entre los cuales se registraron movimientos de ganado en los 2
afios previos a la deteccion. La faena sanitaria de animales necesita previa
coordinacion con el frigorifico, ya que las carcasas se deben inspeccionar
minuciosamente y someter la carne a un tratamiento térmico especifico para destruir
el agente. En Uruguay se realiza un tratamiento de garantia que consta de un
tratamiento térmico de seguridad que garantice la inactivacion del agente antes de
liberarlo al consumo establecido por normativa legal.
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El sistema de indemnizacién por la eliminacion de animales con tuberculosis fue
previsto nuevamente con la aprobacion en la rendicion de cuentas del 2011, donde
hay un articulo que habilita a indemnizar en el caso de zoonosis emergentes o
reemergentes. Por ley 19.300 de 26/12/2014 se cred la comision administradora del
seguro para el control de enfermedades prevalentes en bovinos que establece la
complementacién del pago por animal faenado del frigorifico al productor (Casas
Olascoaga 2013).

La interdiccion de los predios finaliza cuando el establecimiento cuente con dos rondas
de tuberculinizacion sucesivas negativas (sin considerar ronda inicial diagndstica del
rastreo), donde todos los animales susceptibles del establecimiento hayan sido
enfrentados a la prueba dentro de los plazos estipulados; que efectivamente se han
eliminado del campo todos los animales positivos (previo a estas 2 rondas negativas
finales); que no existan reportes de lesiones compatibles con tuberculosis bovina,
tanto en planta de faena como en necropsias en el campo a partir de esas 2 rondas
finales; y que no exista ingreso de animales de otro DICOSE foco de TB en los ultimos
12 meses.

En el afo 2022 se comenzd con la realizacion de un curso de acreditacion para
veterinarios de libre ejercicio que trabajen en dicha campafa sanitaria, sumado a un
manual de procedimiento de rastreo y atencion de focos de TBB. Esta acreditacion
trata de esclarecer conceptos, unificar criterios y adaptar las actividades y
procedimientos a realizar en cada caso. Dicho plan fue realizado por el MGAP,
pretendiendo ser una obligacién para los veterinarios de libre ejercicio para poder
trabajar en esta campafia de erradicacion. El manual incluye nuevos alcances como
lo son la realizacion de la prueba intradérmica a todos los animales lecheros
remitentes a plantas industrializadoras mayores a 4 meses de edad, con un intervalo
entre rondas de saneamiento de 4 meses para el caso de los predios considerados
como focos (MGAP 2021).

4.9 Tuberculosis bovina como zoonosis

La tuberculosis tiene una incidencia creciente a nivel mundial y representa un severo
problema de salud publica. Se estimaron que 9,9 millones de personas en el aino 2020
enfermaron de tuberculosis, con un estimado de 1.5 millones de muertes por esta
infeccion, de las cuales un 14% tenian VIH. En las Américas, en 2020, se estimaron
291.000 casos de tuberculosis (PAHO 2020).

En Uruguay, la tuberculosis alcanzé una tasa de incidencia de 26,8 casos /100.000
habitantes, cifra que corresponde a 951 casos (nuevos y recaidas), estando la
incidencia por encima del promedio de las Américas segun estimacion de la OMS
(Rodriguez 2022). Se debe tener presente que el principal agente etiologico de la TBC
en humanos es el M. tuberculosis.

Es una enfermedad tratable en humanos, sin embargo, esta lejos de ser erradicada.
Hay un aumento preocupante de personas con tuberculosis que abandonan el
tratamiento correspondiente. En Uruguay esta establecido en el plan de vacunas la
vacunacion con B.C.G. a los recién nacidos (bacilo Calmette-Guérin, bacteria viva
atenuada que es eficaz contra formas graves de la enfermedad).

A nivel mundial, la mayor parte de los casos de tuberculosis zoonética se deben a M.
bovis siendo el ganado el principal reservorio. Segun estudios (Aguirre et al. 2017; De
Kantor et al. 2008; OMSA 2021) entre el 1-10% de los casos de tuberculosis en
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humanos se debe a M. bovis, existiendo una correlacion entre la erradicacion de la
tuberculosis en el ganado y la prevalencia en humanos (Schliter 2006).
La transmisidn zoondtica de Mycobacterium bovis ocurre principalmente por el
contacto estrecho con ganado y el consumo de productos de estos animales, tales
como leche no pasteurizada. Es una zoonosis directa u ortozoonosis, lo cual significa
que la transmision tiene lugar directo a partir del animal infectado o indirectamente a
partir de productos de origen animal que contengan al antigeno, donde las
micobacterias practicamente no sufren multiplicacion ni cambios evolutivos. Es una de
las zoonosis mas antiguas conocidas por la humanidad.

Las vias de contagio mas importantes a los humanos son la via respiratoria, y la
digestiva que tiene como principal fuente leche y productos lacteos crudos. El
consumo de carne insuficientemente cocida es otra fuente de infeccion por via
digestiva. En el tratamiento de esta zoonosis se debe excluir la pirazinamida por la
resistencia de M. bovis a este antibidtico que es el antimicobacteriano de primera
eleccion en el tratamiento cuando la enfermedad es causada por M. tuberculosis
(Rivas et al. 2012).

En estudios de Argentina y Uruguay sobre los antecedentes laborales de los
infectados por M. bovis se demostré que personas con trabajos de riesgo son
empleados de frigorificos y trabajadores rurales (especialmente empleados de tambo)
(Rivas et al. 2012; Latini, Latini, Lopez, y Ceconi. 1990) y habitantes rurales
(especialmente nifos) (Gil ySamartino 2001; De Kantor et al. 2008) o que por otro
motivo tengan acceso a productos lacteos crudos. Hoy en dia esta establecida la
pasteurizacion de la leche de consumo, sin embargo, el consumo de productos lacteos
crudos sigue siendo un factor de riesgo en el pais.

Respecto a la carne se aconseja que en el centro térmico debe llegar a una
temperatura de 70°C que se mantenga por 2 min, en otros productos carnicos la
sobrevivencia del agente depende de tiempo de maduracion, contenido de sal y pH.
Los animales con lesiones generalizadas deben ser clasificados como no aptos para
consumo humano y la canal se decomisa totalmente. La carne de animales
diagnosticados como tuberculosos recibe un tratamiento térmico de seguridad que
garantice la inactivacién del agente, sin embargo, se considera que la carne y musculo
esquelético de animales raramente contienen micobacterias (Cressey, Lake, y Hudson
2006).

En Uruguay hasta el afo 2011 no se habian reportado casos confirmados de
tuberculosis en humanos causadas por Mycobacterium bovis, incidiendo en este
aspecto las medidas de control a nivel veterinario sumadas a la pasteurizacion de la
leche y controles sanitarios de sus productos derivados. En el 2011 se detectaron en
el pais los primeros tres casos de tuberculosis humana con Mycobacterium bovis
como agente etiolégico causal, confirmandose en el Instituto Pasteur de Montevideo
a través de la tipificacion fenotipica y secuenciacion genémica. Luego del estudio
epidemioldgico efectuado sobre dichos casos, se constaté que uno de ellos contaba
con historia de contacto con animales en un zooldgico, otro fue un paciente VIH
positivo que habia trabajado en intimo contacto con bovinos, mientras que el tercero
ingeria habitualmente leche cruda (Crosi 2017).

4.10 Importancia econémica

La TBB se extiende a nivel mundial, y adquiere una gran importancia en el rubro
lechero. En la mayoria de los paises desarrollados se controla la enfermedad, pero
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sigue siendo una causa importante de pérdidas en muchos paises menos
reglamentados.

Las pérdidas econdmicas a nivel mundial que genera la tuberculosis en su totalidad,
ya sea pérdidas de produccion, gastos de sanidad y de campanas sanitarias, se
estiman en 3 mil millones de ddélares anuales (Schiller et al. 2010). Las pérdidas de
produccion estan vinculadas con la disminucion de la produccion de leche, los
decomisos de animales en mataderos, la prohibicion del libre movimiento de los
animales y los gastos que conllevan las campafias de control y erradicacion.

La TBB origina perjuicios econémicos al ganadero y reduce la eficiencia productiva de
sus animales. Esas pérdidas por la TBB son causadas por una disminucién de la
fertilidad de hasta un 6%, las vacas en ordefie disminuyen la produccion lactea en un
10-25% del total de la produccion lechera, la duracion de las lactancias disminuye a
la mitad en la séptima lactancia y se pierde en promedio el 15% del peso normal.
Como efectos secundarios se reporta una reduccion de la inmunidad, aumento de la
susceptibilidad a otras enfermedades, y entre un 5 y 10% de esterilidad, entre otras
pérdidas (Senasa 2007; Kantor y Ritacco 2006).
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5. HIPOTESIS

La implementacion conjunta de la Droplet digital PCR (ddPCR), ELISAs in house y las
pruebas rutinarias de tuberculinizacion, permiten mejorar sustancialmente el
diagndstico a campo de la tuberculosis bovina.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Estandarizar una nueva técnica molecular y una técnica seroldgica (ELISA) para el
diagndstico de Tuberculosis Bovina y comparar las mismas con los métodos clasicos
utilizados en el pais.

6.2 Objetivos especificos

- Determinar la sensibilidad y especificidad analitica y diagndstica de la prueba
ddPCR a partir de cultivos puros de M. bovis y muestras de sangre de animales
sospechosos.

- Estandarizar ELISAs indirectos con los antigenos P22 y PPD de M. bovis para
la deteccion de bovinos infectados con Mycobacterium bovis.

- Comparar y analizar el resultado diagndstico integral a partir de las pruebas
realizadas (ddPCR y ELISA) frente a la prueba oficial (PAC).
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Caracterizacion del establecimiento

Las muestras utilizadas en esta tesis son pertenecientes a un establecimiento lechero
ubicado en el departamento de Florida. La empresa cuenta con distintas unidades de
alta produccion; en el caso de estos bovinos se encontraban en un sistema de
produccion de base pastoril. Este predio en particular se encuentra interdicto, tal como
lo exige la reglamentacidn vigente en la lucha por la erradicacion de la Tuberculosis,
ya que es un predio foco. Actualmente se realiza un plan sanitario para el control de
la enfermedad, con la realizacion de screening por PAC (recria y hembras adultas)
cada 4 o 6 meses, segregacion de rodeo positivo y eliminacion de los mismos y la
pasteurizacion de la leche con que se alimenta a los terneros de la guachera. Ademas,
se realiza un seguimiento en planta de faena y cultivos bacteriolégicos e histopatologia
en el laboratorio oficial (DILAVE) a partir de muestras de animales que presentan
lesiones. Se partié de una prevalencia inicial de un 2,6% de animales reaccionantes
positivos a la PAC en todo el rodeo al inicio del proyecto, siendo este numero
significativamente mayor al promedio nacional en rodeos lecheros de 0,24% (Moreira
2021).

7.2 Obtencion de muestras

Se trabajé con un banco de muestras del Laboratorio de la Unidad de Microbiologia
de la Facultad de Veterinaria-UdelaR, previamente obtenidas bajo el protocolo
aprobado por Comisién Honoraria de Experimentacién animal (CHEA)-Universidad de
la Republica Oriental del Uruguay (numero de aprobacion 1007; numero de
expediente 111900-001225-19).

Se utilizaron muestras de sangre y suero extraidas de la vena coccigea de un total de
329 bovinos hembra de raza Holando, seleccionadas por muestreo dirigido (no
probabilistico), de las cuales 150 fueron positivas a la PAC y posteriormente
sacrificadas (sin haberse realizado la PCC) y 179 fueron muestras negativas a las
PAC en sucesivas rondas de tuberculinizacién. Las muestras fueron obtenidas en
tubos con y sin anticoagulante (EDTA), se refrigeraron y se almacenaron a -20°C
respectivamente.

Por otro lado, se utilizO como control positivo una cepa de referencia de
Mycobacterium bovis (ANS5 Lelystad) gentiimente cedida por la Direccion de
Laboratorios Veterinarios (DILAVE) "Miguel C. Rubino" - MGAP.

7.3 Cultivo bacteriolégico de cepa de referencia

Se utilizé el medio de cultivo especifico Stonebrink para el cultivo bacteriano. Se
incubd aproximadamente 0,5 mL de la cepa por tubo sobre la superficie del medio de
cultivo, incubado en aerobiosis a 35-37°C. Las siembras se realizaron por duplicado y
se observaron dos veces por semana, registrando el tiempo de aparicién de las
colonias. Si no se observaba desarrollo de las colonias, se mantenian los cultivos por
8 semanas en las mismas condiciones. La aparicion de colonias color crema
amarillento, de aspecto rugoso o cremoso, se considerd indicativo de cultivos
positivos, lo cual se confirmd realizando la coloracién de Ziehl-Neelsen a un extendido
del mismo para determinar la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes. Los
cultivos se consideraron negativos cuando no presentaron desarrollo luego de la
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inspeccion de la octava semana de incubacion (Barrera, Sequeira, Balndrano, y
Velazco. 2008).

El descarte de los tubos con medios inoculados, con o sin desarrollo, se realizé en
bolsas autoclavables donde se sometieron a autoclave durante 1 hora a 121 °C, para
luego poder ser desechadas.

7.4 Extraccion de ADN bacteriano de diferentes tipos de muestras

Se compararon dos métodos de extraccion de ADN descritos por De Almeida et al.
(2013) y Hosek et al. (2006).

Se utilizé el protocolo descrito anteriormente por De Almeida et al. (2013). Las
muestras se inactivaron con 400 ul de buffer TE (10mM Tris-HCI; 1mM EDTA+Na2) a
80°C por 20 minutos. Luego se resuspendieron en 50ul de solucion de lisozima
(10mg/ml) incubando 2 hora a 37°C. Posteriormente se afiadié 70ul de SDS 10% y
10ul de solucion de Proteinasa K (10mg/ml), incubando a 65°C durante 10 minutos.
Luego se ainadio 100ul de NaCL (5M), incubandose a 65°C durante 10 minutos. La
extraccion de ADN propiamente dicha, se realizé por el método de fenol-cloroformo-
etanol, incorporando 400 pl de fenol cloroformo y mezclando vigorosamente mediante
vortex. Luego se centrifugé 12000 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante se
transfirié a otro tubo donde se le agrega 0,6 ml de isopropanol. Se homogeneizé hasta
desaparecer el color blanco. La solucién obtenida se almacené a -20°C durante 30
minutos, luego de ese tiempo se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min. El
sobrenadante se descarto y el pellet se lavo con 500 ul de etanol 70%. Por ultimo, se
resuspendio con 20 pl de buffer TE o agua DEPC y se conservé el ADN a -20°C. Se
realizd la cuantificacion de los acidos nucleicos (ng/ul) mediante Espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000UV-vis (NanoDrop Technologies,Inc.,Wilmington,DE) y se
visualizo la calidad en geles de agarosa.

7.5 PCR convencional para Mycobacterium bovis

Se utilizaron los primers descritos por Spositto et al. (2014), especificos para M. bovis

(amplicon de 186pb) (0.4 pmol/uL). Los primers utilizados fueron los mismos tanto
para la PCR convencional como ddPCR utilizando las siguientes secuencias de
primers: pncATB-1.2: 5-ATGCGGGCGTTGATCATCGTC-3' (Forward), y pncAMB-2:
5-CGGTGTGCCGGAGAAGCCG-3' (Reverse).
La reaccion PCR se realizd en un volumen final de 25 ul mezclando 12,5 pl de
MangoMixTM Bioline; 1ul primer Forward pncATB-1.2 (10uM); 1 ul de primer Reverse
pncAMB-2; 9,5 agua DEPC y 1 ul de ADN molde.

Las condiciones de termociclado de la PCR consistieron en un paso a 94°C durante 1
min, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 1 min, 68°C durante 1 min y 72°C durante
1 min, con la duracion del ciclo de lectura (Spositto et al. 2014).

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 2% en buffer TAE
1X, tefiido con Good View Nucleic Acid Stain. Se sembro también como referente de
corrida un marcador de peso molecular de 100 pb. La corrida fue realizada durante 40
min a 100 voltios (V). Por ultimo, los geles se visualizaron en un transiluminador de
geles con luz ultravioleta.

7.6 Estandarizacion de la Droplet digital PCR para Mycobacterium bovis

Se utilizé el equipo Droplet digital PCR QX200 (Bio-Rad) de la Unidad de
Microbiologia. El volumen final de 20 yl para la ddPCR, estuvo compuesta por 10 pl
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de 2 x ddPCR Supermix (Bio-Rad, CA, EE. UU.), 0,33 ul de primers Forward y Reverse
10 uM (Spositto et al. 2014), 2 yl de 100 ng/ul ADN gendmico de sangre completa o
ADN de cultivo de referencia y agua libre de ARNasa/ADNasa. Para establecer la
concentracion optima de primers a utilizar se probaron la concentracion de 1pl, 0,55l
y 0,33ul (10 pM).

La mezcla se coloco en el cartucho DG8 con 70 ul de aceite generador de gotas (Bio-
Rad, CA, EE. UU.) y las gotas (droplets) se formaron en el generador de gotas (Bio-
Rad, CA, EE. UU.). Posteriormente, las gotitas se transfirieron a una placa de PCR de
96 pocillos (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se realizé la amplificacién por PCR en
un termociclador (Bio-Rad, CA, EE. UU.)

Para establecer la temperatura éptima de “annealing” se utilizd un gradiente de
temperatura de 55,7 — 60°C, utilizando la cepa de referencia de Mycobacterium bovis
(control positivo) en la dilucién 6 (1,80 ng/pl) y agua DEPC (control negativo).

Las condiciones de ciclado para la ddPCR fueron las siguientes: pre-desnaturalizacion
a 95°C por 5 min y 40 ciclos de 95°C por 30 seg y 55,7°C por 1 min con una retencién
final durante 10 min a 98°C. Después de la amplificacion, las placas se cargaron en el
lector de gotas (Bio-Rad, CA, EE. UU.), donde se realizaron las lecturas
automaticamente y se analizaron los resultados utilizando el software QuantaSoft 1.7.

7.7 Sensibilidad y especificidad analitica y diagndstica de la PCR y Droplet
digital PCR para Mycobacterium bovis

Para la sensibilidad y especificidad analitica se partié del cultivo de referencia y se
determiné el numero de bacterias por mililitro mediante el uso de la escala de McFarlyn
°2 (6x108 bacterias por mL) (Zanini et al. 1998), determinado mediante el uso de un
espectrofotometro con una absorbancia de 560 nm. Se realiz6 la extraccion de ADN
de dicha escala de turbidez ((De Almeida et al. 2013) y mediante diluciones seriadas
del ADN en base 10 desde 180,2ng/ul, se determind el limite de deteccion de la
prueba.

El mismo procedimiento se realiz6 para estandarizar la extraccién desde muestras de
sangre, donde para este caso se inoculo la escala de turbidez realizada en 200 pl de
sangre entera.

Por otra parte, el analisis de la sensibilidad y especificidad diagnéstica se realizé a
partir de las muestras de campo previamente descritas, comparando con la técnica de
tuberculinizacién y PCR convencional.

7.8 Estandarizacion de los ELISAs indirectos

Se sensibilizaron las placas con el antigeno purificado P22, gentilmente cedido por el
laboratorio del Instituto de Investigacion en Recursos Cinegéticos (IREC) de la
Universidad de Castilla La Mancha, Espaina. El control positivo y negativo utilizados
como referencia fueron cedidos por el mismo laboratorio. Los sueros de los animales
y controles, se analizaron por duplicados en pocillos adyacentes (100uL/pocillo)
diluidos en 1:10. Se incubaron durante una hora a 37°C y se agrego el conjugado
especifico (Anti IgG/HRP — conjugated). Se utilizd el sustrato TMB (100uL/pocillo) y
finalmente se realizé cuantificacion de absorbancia en un espectrofotometro de 450
nm. Los resultados se consideraron validos solo si la densidad éptica media (DO) de
el control positivos y el negativo (realizados por duplicado) fueron = 0,300 y < 0,200,
respectivamente. El resultado para cada muestra se calculé de acuerdo con la
siguiente ecuacion: M=(D0O450 media de la muestra x 100) / (DO450 del control
negativo medio). Una muestra se consider6 como positiva si MP = 0,30.
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Se realiz6 la comparaciéon de los resultados con un ELISA sensibilizando las placas
con el antigeno PPD comercial (Microsules), siendo el mismo que se utiliza para la
realizacion de la PAC. Se siguio el protocolo descrito por otros autores (Amadori et al.
1998; Sayin y Erganis 2013; Viviana Ritacco et al. 1990; Akgay y izgir 2002),
tomandose los mismos criterios mencionados para el analisis de los resultados con el
ELISA P22 desarrollado. El control positivo y el control negativo utilizados fueron los
mMismos ya mencionados.

7.9 Procesamiento de muestras por Droplet digital PCR

A partir de los resultados obtenidos en los ELISAs se realiz6 el procesamiento de
muestras de sangre entera mediante la técnica de ddPCR a un total de n=28 animales.
Las muestras de sangre fueron sometidas a la extraccion de ADN descrita por De
Almeida et al. (2013) y se realiz6é la cuantificacion de los acidos nucleicos (ng/ul)
mediante Espectrofotometro (Anexo 1). Se siguieron las condiciones mencionadas
anteriormente para la realizacion de la técnica de ddPCR. Las lecturas se realizaron
automaticamente y se analizaron los resultados utilizando el software QuantaSoft 1.7.

7.10 Analisis de resultados

Se realizaron planillas en Microsoft Excel con el registro de muestras individualizadas
y sus resultados a la prueba de tuberculinizacién, ELISA, PCR convencional y ddPCR.
Mediante  WINEPI (Working IN EPIdemiology) se determiné la sensibilidad,
especificidad y valores predictivos de ambos ELISA en comparacion con la PAC. Los
resultados de la ddPCR fueron analizados utilizando el software QuantaSoft 1.7.
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8. RESULTADOS

8.1 Puesta a punto de la técnica PCR convencional

Partiendo desde un cultivo con crecimiento compatible para la cepa de referencia de
M.bovis se realizd la escala de McFarlyN°2 (6x10% bacterias por mL) para
posteriormente realizar la extracciéon de ADN mediante el protocolo descrito por (De
Almeida et al. 2013). Se parti6 desde una concentracion de ADN de 180,2ng/ul, y
mediante diluciones seriadas en base 10 se determiné el limite de deteccion en 6x10*
bacterias por mL de muestra (0,018 ng/pl), observado en el carril 6 (Figura 1).

El mismo procedimiento se realiz6 para estandarizar la extraccién desde muestras de
sangre, donde para este caso se parti6 de 124 ng/ul, determinando el limite de
deteccion de la PCR convencional en 5x10° bacterias por mL (1,24 ng/ul).

200pb

Figura 2. Técnica PCR convencional utilizando diluciones de la cepa de referencia de
Mycobacterium bovis. De izquierda a derecha: carril 1: MPM (100pb), carril 2: 6x108
bacterias/mL, carril 3: 6x107 bacterias/mL, carril 4: 6x108 bacterias/mL, carril 5: 6x10°
bacterias/mL, carril 6: 6x10* bacterias/mL, carril 7: 6x102 bacterias/mL, carril 8: control
positivo cepa de referencia, carril 9: NTC (no template control). La banda esperada
es de 186 pb.

8.2 Puesta a punto de la técnica “Droplet digital PCR” (ddPCR)

El limite de deteccion para la técnica ddPCR, analogamente a las realizadas para la
técnica PCR convencional fueron con la cepa de referencia de Mycobacterium bovis
(amplicén de 186 pb). Para esto, previamente se prob6 diferentes concentraciones de
primers y se realizé un gradiente de temperatura de reconocimiento (annealing)
(Figura 2); asi se determind que las condiciones Optimas para la validacion de la
técnica para M. bovis fueron utilizando una concentracion de 0,33ul de primers forward
y reverse, mientras que la temperatura 6ptima de reconocimiento fue de 55,7°C.
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Figura 3. Determinacion de las condiciones Optimas para la validacion de la técnica
utilizando la cepa de referencia (6x10° bacterias/mL). Gotas negras= eventos
negativos y gotas azules= eventos positivos.

La eleccion de la temperatura se debe a la mayor separacion del cluster de las gotas
positivas (azules) con respecto a las gotas negativas (negras), y la menor presencia
de gotas entre estos clusters (“lluvia”). En el carril uno se visualiza la mejor separacion
entre las gotas positivas y las gotas negativas.

A partir de esta estandarizacion se determind el limite de deteccidon de la prueba
mediante el mismo procedimiento descrito para la PCR convencional. El limite de
deteccion de la prueba fue determinado en 6 (6x10°) bacterias por mL de muestras
cuando se partié desde el cultivo de referencia (0,0000018 ng/ul) (Figura 3).
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Figura 3. Limite de deteccidn de la técnica Droplet digital PCR utilizando diluciones
seriadas en base 10 de la cepa de referencia; desde 6x108 bacterias/mL hasta 6x10-"
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bacterias/mL (1-10) y NTC (no template control) (11). Gotas negras= eventos
negativos y gotas azules= eventos positivos. Se observa que el limite de deteccion es
de hasta 6x10° (6) bacterias/mL. Luego no se observan gotas positivas (azules).

Por otra parte, el limite de deteccion de la prueba cuando se partié desde la muestra
de sangre fue de 500 (5x102) bacterias por mL (0,00012 ng/ul) (Figura 4).
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Figura 5. Limite de deteccion de la técnica Droplet digital PCR utilizando diluciones
seriadas en base 10 desde sangre entera inoculada; desde 5x108 bacterias/mL hasta
6x10" bacterias/mL (1-8) y NTC (no template control) (9). Gotas negras= eventos
negativos y gotas azules= eventos positivos. Se observa que el limite de deteccién es

de hasta 5x102 (500) bacterias/mL. Luego no se observan gotas positivas (azules).

8.3 ELISAs indirectos

Del total de animales muestreados (n=329), se realizaron pruebas serolégicas para la
deteccion de anticuerpos contra tuberculosis bovina en 278, debido a que algunas
muestras se encontraban en mal estado o habia faltantes de estas. Se compararon
dos técnicas de ELISA que se diferencian por el tipo de antigeno utilizado para
sensibilizar las placas.

Se obtuvo que un 3,9% (n=11) de los animales fueron positivos al ELISA P22, mientras
que un 33,4% (n=93) fueron positivos al ELISA PPD.

Cuando se relaciona esta seropositividad al ELISA P22 con la respuesta a la prueba
cutanea, se observd que del total de los animales reaccionantes a la PAC (n=126), 6
de ellos (4,8%) presentaron anticuerpos anti P22, y de las 152 vacas no reaccionantes
ala PAC, 5 (3,3%) fueron seropositivas a P22 (Tabla 1).

Con respecto a la relacion entre el ELISA PPD con la prueba de la tuberculina (PAC),
se observd que de los 126 animales reaccionantes a la PAC, 57 (45,2%) presentaron
anticuerpos anti PPD y del total de animales no reaccionantes a la prueba cutanea
(n=152), 36 (23,7%) fueron seropositivos a PPD (Tabla 1).

Al comparar ambos ELISA empleados se determiné que el 81,8% (n=9) de los
animales positivos a P22 también resultaron positivos a PPD, de los cuales n=3 eran
negativos a la prueba intradérmica.

En total fueron 38 (25%) los animales negativos a la PAC que presentaron anticuerpos
circulantes frente a las proteinas P22 y/o PPD de M. bovis.
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Tabla 1. Estatus serologico contra la tuberculosis bovina comparando los antigenos
P22 (P22+/P22-) y PPD (PPD+/PPD-) en relacion al estatus de reaccion a la prueba
anocaudal (PAC+/PAC-) expresado en valores absolutos y porcentajes. n= 278.

P22+ P22- PPD+ PPD-
PAC+ 6 (4,8%) 120 (95,2%) 57 (45,2%) 69 (54,8%)
PAC- 5 (3,3%) 147 (96,7%) 36 (23,7%) 116 (76,3%)

Mediante diluciones seriadas de la muestra utilizada como control positivo para la
realizacion de estos ELISAs, se determiné el limite de deteccion segun la densidad
optica a 450nm en 0,65 para el antigeno PPD y en 0,55 para el antigeno P22.
Ademas, el promedio del control positivo fue de 0,7 para el antigeno PPD y 1,66 para
el antigeno P22, mientras que el promedio del control negativo fue de 0,18 y de 0,26
respectivamente.

Mediante el uso de WinEpi (Working in Epidemiology) se determiné la sensibilidad y
especificidad de ambos ELISA en comparacién con la PAC, estimando ademas los
valores predictivos (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de sensibilidad, especificidad y estimacion de los valores predictivos
para ambos ELISAs comparandolo con la PAC expresados en porcentaje.

P22 PPD
Sensibilidad 4,76 45,97
Especificidad 96,71 76,32
Valor preditivo + 54,55 61,29
Valor preditivo - 55,06 63,39

8.4 Droplet digital PCR (ddPCR)

Considerando los resultados obtenidos a las pruebas serolégicas, los animales
resultantes seropositivos al ELISA P22 (n=11) se les realizd, a las muestras de sangre
entera, extraccion de ADN y posteriormente fueron analizadas mediante ddPCR. El
mismo procedimiento se siguid para los animales con altos titulos de anticuerpos al
ELISA PPD (Punto de corte: densidad optica a 450nm >0,85) (n=17).

Del total de animales a los que se les realiz6 la ddPCR (n=28), 14 de ellos fueron no
reaccionantes a la PAC y 14 reaccionantes a la PAC.

Se obtuvieron 2/28 (7%) animales positivos (Figura 5), de los cuales ambos habrian
resultado positivos al ELISA PPD, y donde uno de ellos habia resultado negativo a la
PAC.
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Figura 6. Resultados obtenidos por Droplet digital PCR para dos muestras de campo
(29 y 217). Controles de corrida: C+ (control positivo) sangre inoculada con cepa de
referencia (6x10° bacterias/mL) y NTC (no template control) como control negativo.
Gotas negras= eventos negativos y gotas azules= eventos positivos.
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9. DISCUSION

Se demostré que la estandarizacién de la técnica de ddPCR resulté util para la
deteccién de M.bovis. El limite de deteccién de la prueba obtenido resulté mas
sensible con respecto a los resultados publicados por Esquén y Tomas (2022),
quienes realizaron la validacién para muestras de pacientes humanos. Estos autores
determinaron el limite inferior de deteccion (por amplificacion) del ADN de
Mycobacterium tuberculosis en 0.80 = 0.07 copias/yl (800 copias/mL), siendo
sustancialmente menor lo obtenido en el presente trabajo en donde se logré detectar
6 (6x10°) bacterias por mililitro cuando se partié desde el cultivo de referencia.

La deteccion de ADN bacteriano desde muestras de sangre también resulto exitosa.
La menor sensibilidad, en comparacion con el cultivo puro puede ser explicada por la
presencia de inhibidores en este tipo de muestras, lo cual puede facilitarse cuando se
realiza la extraccion del material genético mediante técnicas convencionales y sin
utilizar kits comerciales. Esto puede influir en la eficiencia de deteccion de los
fragmentos de ADN de interés, determinando interferencia en los resultados obtenidos
(Poma et al. 2012). A pesar de esto consideramos que la capacidad de deteccion de
la prueba arroja resultados muy alentadores al ser capaz de detectar 500 (5x103?)
bacterias por mL de una muestra de sangre, siendo sustancialmente mas sensible que
la técnica de PCR a tiempo final (5x10° bacterias por mL).

Basandonos en los limites de deteccidon obtenidos en la prueba es de pensar que sea
de utilidad para su aplicacién en otro tipos de muestras como leche, en donde se ha
utiizado PCR a tiempo final (Zumarraga et al. 2012), o tejido de animales
sospechosos, habiendo sido probado mediante Real-Time PCR (Moura et al. 2016),
pudiendo contribuir como herramienta diagndstica tanto pre como post-mortem debido
a su elevada sensibilidad.

Por otra parte, los resultados obtenidos en ambos ELISA, confirman las conclusiones
de diversos autores que afirman que esta técnica no es de utilidad como unica prueba
diagndstica en los bovinos (Amadori et al. 1998; Sayin yErganis 2013; Viviana Ritacco
et al. 1990; Akcay yizgiir 2002; V. Ritacco et al. 1991), ya que arroja una gran
proporcion de falsos negativos y falsos positivos en comparacion con la PAC,
reportando sensibilidades y especificidades muy variables (entre 48,2-73,6% y 31,2y
94,1% respectivamente). En esta tesis se encontré que de los animales reaccionantes
ala PAC tan solo el 4,8% (n=6) fueron positivos al ELISA P22 y el 45,2% (n=57) fueron
positivos al ELISA PPD. Esto puede ser explicado por la respuesta de anticuerpos, la
cual generalmente surge en presencia de TBB generalizada, o bien, se desarrolla de
forma mas tardia que la respuesta inmune celular (McNair, Welsh, y Pollock 2007; V.
Ritacco et al. 1991). Esto ha sido confirmado por infecciones experimentales de
bovinos con dosis infecciosas altas y bajas de M. bovis, en las que las primeras
provocan una respuesta de anticuerpos mucho mas temprana (Neill et al. 1994). Por
lo tanto, es posible que los métodos serologicos presenten una menor sensibilidad
que los métodos celulares en el diagndstico de la tuberculosis bovina en las primeras
etapas de la infeccion (Farias et al. 2012).

Se debe considerar que como en nuestro pais nunca ha existido una campana de
vacunacion contra esta enfermedad, por lo que el encontrar anticuerpos frente a la
enfermedad supondria que el animal esta infectado, debiendo descartarse la
presencia de falsos positivos a la prueba.

El estado de falso positivo de algunos animales en la prueba cutanea, puede ser
debido a reacciones cruzadas con micobacterias ambientales, lo cual en este estudio
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no se confirmdé al no realizarse la prueba cervical comparada (PCC), la cual se
considera que mejora la especificidad.

Se debe considerar que todas las micobacterias poseen ciertos antigenos comunes y
los animales sensibilizados por M.avium paratuberculosis, o por una variedad muy
grande de otras micobacterias, generalmente sapréfitas, que se hallan en el medio
ambiente, pueden dar también reaccidn tuberculinica positiva (Torres 2007), y por lo
tanto también podrian interferir en el diagndstico seroldgico.

Este efecto negativo de la paratuberculosis en la sensibilidad de las técnicas de
diagnostico de tuberculosis ha sido demostrado en rodeo de bovinos en animales con
una doble infeccion (Alvarez et al. 2009), debido a una similitud importante entre
ambos agentes. Debido a esto, (Alvarez et al. 2009) destacan que resulta fundamental
determinar el estado sanitario de un rodeo en lo referente a paratuberculosis antes de
aplicar e interpretar las pruebas diagnosticas de tuberculosis, no solo por su impacto
en la especificidad, sino también por su efecto sobre la sensibilidad de las mismas. Es
importante considerar que se desconoce la prevalencia de paratuberculosis en el
rodeo en estudio.

Esta interferencia puede ser debida a la cantidad de proteinas que comparten los PPD
bovina y aviar, lo cual fue analizado por Infantes-Lorenzo et al. (2017), concluyendo
que esto puede contribuir a la aparicién de una mayor cantidad de animales falsos
positivos por una reactividad cruzada con otras micobacterias. Esta especificidad,
segun el autor, puede ser corregida mediante el uso del ELISA P22. Basandonos en
los resultados obtenidos, y en comparacion con el ELISA PPD, el ELISA P22 presenta
una marcada menor cantidad de animales seropositivos, por lo que seria esperable
que estos animales sean realmente positivos y hayan estado expuestos a M.bovis,
mientras que cierto porcentaje de los animales seropositivos al ELISA PPD es de
esperar que hayan sido falsos positivos.

A pesar de esto, los ELISAs realizados demostraron un resultado alentador en cuanto
a la deteccion de anticuerpos circulantes tanto para P22 como para PPD en animales
que resultaron negativos a la PAC (25%), y por lo tanto podrian ser animales en
anergia.

La expresion de anergia en la tuberculosis abarca la depresién de la hipersensibilidad
de tipo retardado, que se manifiesta como una reaccion deprimida a la prueba cutanea
de la tuberculina, dando un resultado negativo a la prueba. El estado de anergia es
frecuente que se presente en animales de rebafios infectados cronicamente. Un
animal puede no reaccionar a la prueba pero estar realmente infectado en casos en
donde la infeccidon sea muy reciente y no ha permitido el adecuado desarrollo del
proceso inmunoldgico; cuando un fuerte shock de estrés bloquea su sistema inmune;
o cuando en bovinos, como en humanos, la sensibilidad tuberculinica tiende a
disminuir a medida que las lesiones progresan (Souza et al. 2019). Otras causas de
anergia son por motivos fisiolégicos como la prefiez avanzada, asi como las
enfermedades virales, inmunodeficiencias y esteroides administrados, fenémenos que
también disminuyen la capacidad del animal infectado para responder a la tuberculina.
También se debe recordar que la anergia puede presentarse producto de una
desensibilizacién local y sistémica, debida a una inoculacién tuberculinica previa
(Torres 2007).

Los animales tuberculosos anérgicos generan dificultades importantes en el
saneamiento de predios, ya que muchos de ellos se hallan en las ultimas etapas de la
enfermedad, con lesiones abiertas diseminadoras de bacilos. Dichos animales dejan
de responder a la prueba, pero continian propagando la enfermedad, lo cual se puede
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observar por la aparicion de nuevos casos de infeccion en el rodeo a una tasa bastante
constante, ocasionando una falta en el control de la enfermedad (Torres 2007).
Segun los resultados obtenidos, fueron 5 (3,3%) los animales negativos a la PAC y
positivos a la P22, de los cuales 3 (2%) resultaron también positivos a la PPD, lo cual
puede deberse a las diferencias en las proteinas antigénicas presentes en los
antigenos utilizados para sensibilizar las placas de ELISA, como ya fue mencionado
anteriormente.

En cuanto a la deteccidn de animales con anticuerpos anti PPD y negativos a la PAC,
se encontraron 36 animales, considerandose un numero importante de animales, que
merece ser estudiado en profundidad. Esto puede deberse a la presencia de mayores
resultados falsos positivos a este antigeno, o bien a la inoculacion previa de la PPD al
realizar la prueba anocaudal, la cual puede haber generado un incremento de los
titulos de anticuerpos circulantes para este antigeno como mencionan ciertos autores
(Schiller et al. 2010; Thom et al. 2004).

La deteccion de animales en anergia mediante el uso de ELISA ha sido mencionado
en diversos trabajos cientificos (Soares Filho et al. 2020; Houlihan, Dixon, y Page
2008; Medeiros et al. 2010; Chavez et al. 2001; Giménez, Rivera, y Deward 2009),
variando sus resultados segun el grado de infeccion del rodeo asi como la frecuencia
de realizacién de la prueba de la tuberculina, detectando entre un 5,8-10% de
animales en este estado inmunitario. En muchas de las publicaciones se concuerda
de que es una herramienta util para la deteccion de estos animales infectados que no
responden a la prueba intradérmica, lo cual concuerda con el resultado obtenido en el
presente estudio, donde se encontraron anticuerpos circulantes contra M.bovis en un
25% de los animales muestreados que eran negativos a la PAC.

Es por esto que, si bien la herramienta del ELISA no puede ser utilizada en sustituciéon
a la tuberculinizacion, podria ser de utilidad, sobre todo en aquellos establecimientos
focos en que quieran eliminar rapidamente a los animales positivos, permitiendo
identificar animales no reaccionantes a la prueba intradérmica pero que resultan
infectados, pudiendo lograr asi acortar los periodos de saneamiento al eliminar de
forma mas rapida a los animales con tuberculosis.

Un buen ejemplo de esta prueba llevada a campo es el caso de Espafia (MAPA 2018),
en donde senalan el uso del ELISA a aplicar sobre los animales de mayor edad en los
rodeos infectados (>5 afios), de forma que se incremente la probabilidad de eliminar
animales con predominio de respuesta inmune de base humoral que puedan no estar
respondiendo a las pruebas oficiales de base celular. A su vez, recomiendan el uso
de la técnica de ELISA aprovechando la respuesta anamnésica desencadenada en
los animales por la inoculacién previa de las PPDs durante la prueba cutanea. Para
tal fin se recogen sueros a los 15-30 dias después de la realizacién de la prueba
intradérmica sobre dichos animales. Diversos estudios sugieren que la sensibilidad de
las pruebas de diagnostico de tuberculosis basadas en la deteccion de anticuerpos
especificos puede incrementarse mediante esta metodologia sin que se afecte la
especificidad de forma significativa (MAPA 2018). Las principales ventajas que brinda
la técnica de ELISA es el manejo unico de los animales, que los muestreos pueden
repetirse las veces que se desean y que la sangre muestreada puede ser utilizada
para la deteccion de otras enfermedades.

Una dificultad planteada en este estudio es que los animales no fueron sometidos a la

prueba considerada confirmatoria (PCC), por lo que el estimar los valores de
sensibilidad y especificidad de los ELISAs utilizados debe ser tomado con mesura, al
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ser comparados con la PAC, la cual por si misma presenta valores de sensibilidad y
especificidad muy variables (63,2-96,8% y 96-98,8% respectivamente) (Gil 2012). A
pesar de esto, los resultados obtenidos indican que las pruebas de ELISA pueden ser
una herramienta complementaria a las pruebas intradérmicas utilizadas como
meétodos diagndsticos en la actualidad, debido a que puede existir en la poblacion de
animales testeados una proporcion que no responden a esta prueba, pero si tienen
presencia de anticuerpos circulantes. De esta manera se logra complementar ambas
pruebas y permitir asi detectar una mayor proporcion de animales positivos por dos
diferentes métodos indirectos.

En lo que refiere a estos animales seropositivos y no reaccionantes a la prueba
intradérmica, hubiese resultado interesante su confirmaciéon de estar realmente
infectados por otro medio como puede ser la inspeccion y cultivo bacterioldgicos post-
mortem que son métodos que contemplan diversos estudios, aunque también se debe
considerar que no todo animal infectado tiene lesiones visibles ni brinda resultados
positivos al cultivo. En un estudio realizado por (Pestana 2022) se concluyé que un
87,1% de los bovinos no mostraron lesiones visibles macroscopicamente de
tuberculosis, sugiriendo que a medida que avanza la campafa de erradicacion, son
observadas menos las formas clinicas de la enfermedad, disminuyen los hallazgos del
proceso generalizado y las lesiones son mas bien localizadas, con poca tendencia a
la extension.

Las muestras de bovinos que fueron procesados por ddPCR (n=28), tan solo 2 (7%)
resultaron positivos a la prueba, donde uno de ellos habia resultado negativo a la PAC.
Dicho dato obtenido brinda resultados alentadores en cuanto al uso de la prueba para
la deteccion de animales infectados, siendo el primer trabajo en haber logrado la
deteccidn del bacilo en sangre de bovinos pre mortem. Del total de animales
procesados 14 de ellos fueron negativos a la PAC y 14 positivos a la PAC. La prueba
no permite detectar a la totalidad de animales que resultan reaccionantes a la PAC, lo
cual puede explicarse porque estos animales realmente no sean positivos, pues no se
les realizé la PCC, o bien, porque en el momento del muestreo los animales no
presentaban bacterias circulantes en sangre. Esto ha sido mencionado por ciertos
autores en los que indica que M. bovis se presenta en sangre solo por tiempos
acotados y unicamente cuando ésta se encuentra diseminado por esta via (Domingo,
Vidal, yMarco 2014); ademas, esta bien estudiado en humanos que el estado de
inmunosupresion genera una mayor probabilidad de deteccion del bacilo en sangre
(Hosek et al. 2006; Nakatani et al. 2004), lo cual puede haber sido la explicacion de la
deteccidén unicamente en dos animales. Estos animales habian sido analizados por
otro trabajo experimental realizado con estas muestras, en donde se obtuvo que
ambos presentaron anticuerpos frente al virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB) y al
virus de la Leucosis Bovina Enzodtica (BLV), ambos de reconocida caracteristica
inmunosupresora (Giordano Fabre yTristant Lema 2020). Es de esperar que al
aumentar el numero de animales negativos a la prueba anocaudal procesados por
esta técnica se mejore sustancialmente su sensibilidad, debido a que estos animales
tienen sucesivas rondas resultantes negativos a la prueba de tuberculinizacién,
descartando la posibilidad de que sean falsos negativos a esta prueba.

Como se menciond anteriormente, uno de los animales positivos a la ddPCR fue no

reaccionante a la PAC. Este animal podria encontrarse en anergia y por ende no
respondié a la prueba intradérmica, pero teniendo tanto anticuerpos como bacilos
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circulantes en sangre. Es de destacar que la presencia de agentes inmunosupresores
puede influir en el resultado de la prueba, y este fendmeno ha sido bien demostrado
en pacientes humanos, los cuales con dicha condicidn no responden de forma
adecuado a la prueba de tuberculinizacion pero presentan bacteriemia constante y por
lo tanto las muestras de sangre serian de mayor importancia en estos casos (Montiel
et al. 2002; Esquén yTomas 2022).

Para comprobar que realmente la sangre sea una muestra eficaz para la deteccion de
M.bovis se requieren de otros estudios en donde se realicen muestreos seriados de
estos animales que pueden infectarse de manera experimental, o bien, ser animales
confirmados como positivos a las pruebas oficiales, complementando con su
inspeccion y cultivo post-mortem. De esta manera se podria determinar si realmente
la bacteriemia es un evento de importancia diagndéstica o tan solo se asocia a periodos
concretos de la enfermedad.

Se debe aclarar que hubiese mostrado un resultado mas representativo la realizacion
de la técnica de ddPCR a la totalidad de los animales a los que se les realizé el ELISA,
lo cual no se pudo realizar por diferentes circunstancias surgidas durante el proceso
del trabajo. Debido a esto, los animales que se seleccionaron para ser analizados por
esta técnica fue aquellos positivos al ELISA P22 y los que mostraron titulos de
anticuerpos altos para el ELISA PPD (Punto de corte: densidad optica a 450nm
>0,85), considerando que altos niveles de anticuerpos circulantes a menudo se
correlacionan con la falla del sistema inmunitario para contener la proliferacion
bacteriana y el progreso de la enfermedad (Lenzini, Rottoli, y Rottoli 1977). Ademas,
(Medeiros et al. 2010) afirman que los animales con altos titulos de anticuerpos son
animales con tuberculosis generalizada que presentan altas cargas bacterianas, por
lo que seria mas probable encontrar micobacterias en la sangre, lo cual pudo ser
comprobado en al menos dos muestras, lo que representa el 7% de los animales
seropositivos analizados. Los dos animales positivos presentaban una densidad
optica a 450 nm de 0,94 y 0,85, comprobando que las muestras de sangre para la
técnica de ddPCR, asi como la deteccion mediante ELISA, son herramientas
complementarias a la tuberculinizacién que pueden detectar animales infectados que
no responden a las pruebas convencionales.
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10. CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion, se estandarizé y se compararon nuevas pruebas
para el diagndstico de la tuberculosis bovina. Se determind que la técnica Droplet
digital PCR es una herramienta molecular con mayor sensibilidad que las técnicas
moleculares convencionales que han sido probadas para Mycobacterium bovis,
permitiendo la deteccion de una marcada menor concentracion de bacterias
circulantes en sangre. Se logré estandarizar una técnica molecular que detecta 6
bacterias por mililitro cuando se parte desde un cultivo, mientras que cuando se parte
de una muestra de sangre la técnica logré detectar 500 bacterias por mililitro,
comparando su sensibilidad con la PCR a tiempo final.

A su vez, se desarroll6 un ELISA con el antigeno P22, comparando sus resultados
tanto con la PAC como con un ELISA con el antigeno PPD publicado anteriormente
por diversos autores. Se determind que es una herramienta importante para la
deteccion de animales no reaccionantes a las pruebas intradérmicas pero que resultan
infectados y son una fuente potencial de infeccion en el rodeo.

Ademas, se logroé la deteccidn de la bacteria desde muestras de sangre de animales
seropositivos al ELISA.

En conclusion, el presente trabajo muestra los resultados de técnicas diagndsticas
desarrolladas y comparadas con el resultado de la PAC en un rodeo comercial
representativo de nuestro pais. Se sugiere la utilizacion de estas pruebas
desarrolladas de manera complementaria con la utilizacion de las pruebas rutinarias.
Los resultados brindan datos alentadores sobre los cuales se debera continuar
realizando estudios de investigacion para mayores avances en el control de esta
enfermedad. Seria relevante contar con mayores herramientas e informacion
generada para lograr acortar los periodos de saneamiento de los predios interdictos
por esta enfermedad.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Deteccion y cuantificacién de Mycobacterium bovis mediante ddPCR de muestras
de sangre entera bovina.

PAC N° muestra ng/pl ddPCR
Negativo 22 147 Negativo
Negativo 29 155 Positivo
Negativo 35 185 Negativo
Negativo 36 135 Negativo
Negativo 51 115 Negativo
Negativo 71 239 Negativo
Negativo 72 195 Negativo
Negativo 90 122 Negativo
Negativo 106 305 Negativo
Negativo 117 117 Negativo
Negativo 141 215 Negativo
Negativo 147 195 Negativo
Negativo 151 174 Negativo
Negativo 156 169 Negativo

Positivo 174 142 Negativo
Positivo 184 101 Negativo
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