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PROLOGO

La Asociacion Argentina de Veterinarios de Laboratorios de Diagnéstico (AAVLD), se cred
el 1 de noviembre de 1984, comenzando su actividad en el marco de la Sociedad de
Medicina Veterinaria e integrando desde entonces la World Association of Veterinary
Laboratory Diagnosticians (WAVLD). La misma nuclea a profesionales del ambito de la
salud animal con el objeto de promover el desarrollo de los Laboratorios de Diagnéstico,
facilitar la interaccion entre ellos y aportar conocimientos y tecnologia para mejorar su
aporte a la produccidon pecuaria. Se encuentra a su vez, conformada por distintas
Comisiones Cientificas las que abordan tematicas y ejes disciplinarios especificos. Entre
ellas, se encuentra la Comisidon Cientifica de Micobacterias (CCM) que, desde su
constitucién en 1988, colabora de manera ininterrumpida en la Asociacion. Participan
de ella diversos especialistas representando a instituciones publicas y privadas, siendo
de caracter interdisciplinario y federal. Una de sus principales tareas es estandarizar
metodologias diagndsticas, llevando a cabo actividades de capacitacion y divulgacién
cientifica. En este sentido, se elabord el presente trabajo con el objetivo de realizar un
recorrido tedrico actualizado sobre el diagndstico de la tuberculosis bovina (TBB), junto
al trabajo previamente publicado “Tuberculosis bovina: Aspectos sobresalientes de la

enfermedad”.

Esperamos entonces que estos escritos sean un aporte a la comprensidon de esta
enfermedad compleja, incluyendo las diversas aristas de la misma desde una mirada
integral. El caracter zoondtico de la misma, junto al perjuicio sanitario y econémico que

ocasiona, ameritan sumar esfuerzos para avanzar en el control de la TBB en nuestro pais.

Sergio G. Garbaccio

Coordinador Comision Cientifica de Micobacterias
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GENERALIDADES ACERCA DEL DIAGNOSTICO

El diagndstico de la tuberculosis bovina (TBB) es motivo de numerosos trabajos
cientifico-técnicos, cuyo fin es mejorar el entendimiento en esta tematica y la obtencién
de nuevas metodologias para un efectivo control de la enfermedad. Hasta el momento
no existen vacunas aprobadas por entes oficiales en Argentina contra la TBB, por lo
tanto, disponer de métodos de diagndstico confiables para la identificacion de los
animales infectados, resulta de gran relevancia para el saneamiento y control de la

enfermedad.

Diversos ensayos basados tanto en la respuesta inmune mediada por células como en la

respuesta humoral han sido desarrollados y utilizados para el diagnéstico de |la TBB.

Segun fue descripto previamente por Pollock y col. [1], la respuesta inmune a la infeccidn
ocasionada por M. bovis es predominantemente mediada por células [2]. De esta
manera, se disefiaron diversas metodologias para evaluar la respuesta por parte de los
linfocitos T. La prueba in vivo de referencia tanto internacional (utilizada en diversos
Programas de Control y Erradicacién) como nacional, es la intradermorreaccion (IDR) o
prueba tuberculinica-PPD ! 2. Existe otra prueba, que también evidencia inmunidad
mediada por células, que mide la respuesta especifica a través de la liberaciéon de gamma
Interferdn (yIFN). La misma se emplea en varios paises y a diferencia de la IDR se realiza

en el laboratorio a partir de una muestra de sangre del animal a testear.

En el caso de los ensayos seroldgicos, han sido probados como complemento de la IDR,
aungue aun resta validar en nuestro pais estas metodologias para ser incorporadas

como una herramienta adicional en los distintos Programas de Control.

Cabe remarcar que, si bien el diagndstico de infeccién y deteccidn de la enfermedad

constituyen un pilar importante dentro de los Programas de Control de la TBB, por si

! Plan Nacional de Control y Erradicacion de la Tuberculosis Bovina (Senasa; Resol. 128/12).
http://www.senasa.gob.ar/normativas/resolucion-128-2012-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-
calidad-agroalimentaria (acceso: 11 de enero de 2021)

2 Control de la tuberculosis bovina: Un desafio posible.
https://inta.gob.ar/sites/default/files/intasp panorama ganadero nro7.pdf. Pag: 14-24 (acceso: 21 de
enero de 2021)



http://www.senasa.gob.ar/normativas/resolucion-128-2012-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gob.ar/normativas/resolucion-128-2012-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
https://inta.gob.ar/sites/default/files/intasp_panorama_ganadero_nro7.pdf
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solos no son suficientes para lograr el objetivo. Un diagndstico planificado y sostenido
en el tiempo debe estar siempre acompafiado de medidas sanitarias como: la
eliminacidn de los bovinos reaccionantes a la IDR a corto plazo, en un tiempo no mayor
a 30 dias %, la utilizacién de leche pasteurizada, alimento artificial o calostro durante la
crianza artificial, la prohibicién del ingreso de hacienda sin el debido control sanitario,
entre otros. Estas medidas de manejo son tendientes a minimizar los riesgos de

transmision de Mycobacterium bovis (M. bovis) en el rodeo 2.

Las diferentes metodologias diagndsticas vigentes se pueden agrupar en:

Directas: involucran técnicas que permiten observar al agente etiolégico o detectar
algunas de sus partes constituyentes. Son ejemplos de ellas: bacteriologia,
histopatologia, baciloscopia y las técnicas de biologia molecular como la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR).

Indirectas: aquellas en las que se evalla la respuesta inmune del hospedador ante la
presencia del agente etioldgico como, por ejemplo: IDR o prueba tuberculinica-PPD,
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, del inglés enzime linked
immunosorbent assay) para la deteccion de interferéon gamma (yIFN) y ELISA para

deteccidn de anticuerpos anti-M. bovis.

Algunas de las técnicas arriba mencionadas se emplean a nivel mundial en el diagndstico
de la TBB. Tal es el caso de la bacteriologia, como asi también el andlisis histopatoldgico,
la prueba de la IDR y el ensayo de deteccidén de ylIFN, este ultimo adoptado por algunos

paises en el marco de sus respectivos planes oficiales de control.

Los otros ensayos mencionados, aun permanecen en etapa de aprobacién en nuestro
pais, debido a la disparidad en los resultados presentados [3-4], lo que requiere la
necesidad de llevar adelante un trabajo de validacién contextualizado, previa

incorporacion al Programa Nacional de Control de la TBB [5].
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INTRADERMORREACCION (IDR), PRUEBA TUBERCULINICA O PRUEBA DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

La intradermorreaccién (IDR), también conocida como prueba tuberculinica-PPD o
prueba de hipersensibilidad retardada, es una prueba considerada indirecta por la OIE
dado que detecta la respuesta inmune del animal sensibilizado y se emplea para el

diagnéstico in vivo.

La técnica de IDR es un ensayo diagndstico emblematico ya que permitio eliminar la TBB
de los bovinos en paises como Australia. El desarrollo de una reaccién de
hipersensibilidad retardada, que es la que se mide durante la prueba de IDR, requiere
de un periodo de sensibilizacion que varia entre 1 y 3 semanas, tras el primer contacto
con el antigeno. Durante este periodo la subpoblacién de linfocitos Thl se activan al
reconocer péptidos presentados en el contexto de las moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad de clase Il (CMH-II) por células presentadoras, dando inicio asi a la

expansioén clonal de aquellas subpoblaciones celulares especificas.

Tras un segundo contacto con el antigeno, como ocurre cuando se inoculan
intradérmicamente proteinas de M. bovis, se inicia la fase efectora de la respuesta.
Luego de inyectado el antigeno, comienzan a acumularse neutrdfilos alrededor de las
venas poscapilares. Luego de 12 horas, aparece un infiltrado linfocitario con predominio
de linfocitos T (LT) CD4+ y monocitos con una distribucidn perivascular. Las células
endoteliales aumentan su tamafio y dejan pasar macromoléculas del plasma. El
fibrindgeno presente en el espacio intersticial, se deposita en forma de fibrina y junto
con los monocitos y linfocitos T extravasados, causan el endurecimiento e hinchazén del
tejido (induracion). Las células que actian como presentadoras de antigeno son células

dendriticas, Langerhans, macréfagos y células endoteliales.

La prueba tuberculinica-PPD empleada en el diagndstico veterinario de la TBB, consta
de la aplicacién de manera intradérmica de una compleja mezcla antigénica conocida
como “Derivado Proteico Purificado, PPD o tuberculina”, pudiendo ser de tipo bovino
(obtenida a partir de la cepa de referencia M. bovis AN5 aislada de un bovino) o de tipo
aviar (obtenida a partir de la cepa de referencia M. avium subsp. avium D4ER aislada de

aves). El término tuberculina se aplica a un extracto obtenido de filtrados de cultivo

4
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micobacterianos, previamente esterilizados. Para tal fin las micobacterias son cultivadas
en medio liquido, muertas por calor y separadas por filtracion. El liquido obtenido es
precipitado por el agregado de acido tricloroacético y concentrado hasta un décimo de
su volumen original [6]3. La técnica de la IDR tiene su base en la respuesta inmune
mediada por células antes mencionada, siendo en el pasado y en la actualidad, el ensayo
diagnéstico de referencia mundial mas importante para la lucha contra la tuberculosis
en animales y en el ser humano (Prueba de Mantoux). Nuestro continente presenta
como antecedente de relevancia que aquellas regiones o paises considerados libres de
la enfermedad, han basado su campafia de lucha contra la TBB, en el uso de este ensayo
como técnica principal de tamizaje. Nuestro pais no es la excepcion, ya que el uso de
esta prueba en conjuncién con otros factores asociados al manejo, posibilitaron la
obtencién del status de libre de TBB a la provincia de Tierra del Fuego, desde el afio 2011

(Resolucién 100/2011, Senasa) “.

Durante el desarrollo inicial de la prueba tuberculinica, se observd claramente que su
precisién en el diagndstico de animales individuales variaba por numerosas razones. Sin
embargo, transcurrido aproximadamente 120 afios de la primera aplicacion en el
ganado vacuno, la técnica de la IDR contintda siendo un pilar fundamental en el

diagndstico de infeccidn por M. bovis en todo el mundo.

Su aplicaciéon y tiempo para la lectura varia de acuerdo a la especie a diagnosticar. En los
porcinos se aplica PPD bovina en la base de una oreja y PPD aviar en la otra oreja
realizando la lectura a las 48hs post aplicacion. En los ovinos se aplican ambas
tuberculinas una en cada pliegue axilar y la lectura se realiza a las 72hs. En las aves se

aplica PPD aviar en la barbilla y se lee a las 48hs.

En el caso especifico de los bovinos, la inoculacién intradérmica presenta alternativas
gue varian segun las directivas de los distintos planes de control en base al estado
sanitario de una regién o pais. En tal sentido, podemos mencionar las siguientes

variantes:

3 https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/file1011-tuberbov.pdf (acceso: 26 de octubre 2021)
“http://www.senasa.gob.ar/senasa-comunica/noticias/el-senasa-declaro-zona-libre-de-brucelosis-y-
tuberculosis-bovina-la-provincia-de-tierra-del-fuego (acceso: 13 enero 2020)



http://www.senasa.gov.ar/Archivos/File/File4133-res-100-2011.pdf?_ga=2.184791593.1435301306.1606832968-1700547607.1570494672
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/file1011-tuberbov.pdf
http://www.senasa.gob.ar/senasa-comunica/noticias/el-senasa-declaro-zona-libre-de-brucelosis-y-tuberculosis-bovina-la-provincia-de-tierra-del-fuego
http://www.senasa.gob.ar/senasa-comunica/noticias/el-senasa-declaro-zona-libre-de-brucelosis-y-tuberculosis-bovina-la-provincia-de-tierra-del-fuego
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-Cervical o anocaudal: utiliza PPD bovina aplicada en el pliegue anocaudal interno
izquierdo (prueba anocaudal) o bien aplicada en la tabla del cuello (prueba cervical)

(Figuras 1Ay 1B).

-Prueba cervical Comparada: se emplean PPD bovina y PPD aviar aplicadas en la tabla
del cuello a unos 12cm de distancia una de otra (Figura 1C). Se recomienda su aplicacion
en zonas de erradicacién o libres de TBB ya que permite la distincidon entre animales

sensibilizados a M. bovis o a otras micobacterias. !

Diversas publicaciones otorgan a la IDR valores variables de sensibilidad y especificidad.
En base a una recopilacién de trabajos previos, se ha descripto una sensibilidad para la
prueba anocaudal que oscila entre 63,2% y 100% y una especificidad entre 75,5% y 99%. En
el caso de la prueba cervical comparada, los valores presentados de sensibilidad oscilan
entre 52% y 100%, y de especificidad entre 78,8% y 100%. En el caso de utilizarse la prueba

cervical los valores son semejantes a la prueba anocaudal [5, 7].

La eleccion de la variante a utilizar se realiza de acuerdo a las necesidades del programa
de control que se ejecute o bien, a la etapa en el que el mismo se encuentre. Cada una
de estas variantes puede aportar mayor sensibilidad o especificidad y por lo tanto ser
de utilidad ante distintos escenarios. Dada la situacion epidemioldgica de Argentina en
los bovinos, el Plan Nacional de Control y Erradicacién de la TBB prevé la aplicacion de
la prueba en el pliegue anocaudal en regiones donde la TBB es endémica vy la aplicaciéon
cervical para acelerar el saneamiento, reservando para las zonas de erradicacién o libres

la aplicacién de la prueba cervical comparada.

Otros aspectos claves a tener en cuenta cuando se utiliza la IDR, es el tiempo necesario
para detectar una infeccidon reciente, evitar el fendmeno de desensibilizaciéon entre
pruebas y también la posibilidad de contar con animales anérgicos en el rodeo. En el
primer caso, Morrison y col. [8], describieron que la mayoria de los animales desarrollan
una respuesta completa a la IDR entre las 3 y 6 semanas post infeccion. Respecto a la
desensibilizacidn, la misma perdura en animales sanos durante 60 dias posteriores a la
inoculacién de la PPD. Es por ello que, para evitar este fendmeno y ocasionar posibles
resultados falsos negativos, se recomienda respetar este plazo minimo entre pruebas.

En este sentido, Coad y col. [10] demostraron que en ganado bovino naturalmente
6
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infectado con M. bovis, la repeticion de la prueba en intervalos cortos
(aproximadamente 60 dias) puede inducir una reduccién progresiva en la respuesta a la
inoculacién intradérmica de la PPD, y esto aumentar la probabilidad de obtencién de
lecturas de IDR sospechosas. Por tal motivo, en establecimientos con TBB endémica se
debe considerar IDR positivo a todo aquel animal que presente al momento de la lectura
un engrosamiento del sitio de inoculacion igual o superior a 3 milimetros y nunca se

debe repetir la prueba a estos animales.

Por ultimo, con el uso de IDR se presenta cierta limitacién diagndstica frente a aquellos
animales denominados anérgicos, que carecen de la capacidad para montar una
reaccion alérgica especifica contra este antigeno (PPD). Esos animales suelen asociarse
a casos de TBB avanzada, representando una seria amenaza para el resto del rodeo [9-
11] dado que generalmente son los animales baciliferos. En nuestro pais se realizaron
estudios donde se evidenciaron bovinos con presencia de lesiones compatibles con TBB,
seguidos de confirmacidn por bacteriologia y PCR, siendo en ambos casos animales IDR

negativos [12-13].

De esta manera, se propone el saneamiento utilizando la IDR para la identificacion y
posterior eliminacion de aquellos bovinos positivos, junto a medidas de manejo en los

rodeos para minimizar los riesgos de transmision de M. bovis.
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aA

Figura 1A. Aplicacion de la IDR en el pliegue anocaudal (izq) y en la tabla del cuello (recuadro) en la prueba
cervical (der). Fuente: Garro C. y Garbaccio S. IP-IPVet-CICVyA INTA.

Figura 1C. Lectura de la prueba cervical comparada (izq) y negativa (der). Fuente: Bernardelli A. Ceva Salud
Animal.

Figura 1B. Bovinos positivos a la prueba anocaudal (lecturas de las reacciones). Fuente: Garro C. IP-CICVyA-
INTA y Magnano G. Universidad Nacional de Rio Cuarto.
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DIAGNOSTICO MACROSCOPICO DE LAS LESIONES

Previo a realizar el diagndstico directo de TBB, es importante contar con muestras
bioldgicas obtenidas de los animales en estudio, pudiendo ser a partir de necropsias y/o
de animales sacrificados en frigorificos. Resultard clave reconocer las lesiones
macroscopicas para la obtenciéon de una buena muestra que sirva para el diagndstico
bacterioldgico e histopatoldgico. Las lesiones se caracterizan por ser granulomas con
necrosis caseosa y calcificacion; pudiendo observarse principalmente en linfonodos,
parénquima de drganos y serosas. Su presentacion difiere de acuerdo al tiempo de
evolucién y a la variabilidad de la respuesta inmune. Al inicio de la infeccién pueden ser
de 2 a 5 mm de didmetro, con necrosis caseosa, no enucleable, firme, con arenilla al
corte y capsula delgada (Figura 2A). Con la cronicidad, van aumentando en nimero y
uniéndose, formando granulomas de mayor tamafio, que modifican la forma del
linfonodo o del érgano afectado (Figura 2B); observdndose incluso fluidificacién del
material necrético. En caso que las muestras provengan de un bovino reaccionante a la
IDR y no observarse lesiones tipicas, igualmente se debe tomar muestras de linfonodos
retrofaringeos, mediastinicos y mesentéricos y una muestra de parénquima pulmonar

para el diagndstico [14].

Las muestras de tejidos a colectar para enviar al laboratorio deben incluir drea de
necrosis caseosa, capsula y el tejido u dérgano involucrado; colocandose en formol
bufferado al 10% (pH 7) para histopatologia y otra seccion de la muestra en colector
estéril refrigerado a 4°C (si transcurre menos de 24hs desde el muestro hasta el arribo
al laboratorio). Si el tiempo de traslado es mayor conservar las muestras a -202C o bien
distribuir el material en recipientes de boca ancha con solucién saturada de borato de
sodio, para aislamiento bacteriolégico y PCR, acompafiados de la planilla denominada

“Remision de muestras” que consta en el Anexo VIl de la Resolucién 128/2012.
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Figura 2. Granulomas macroscépicos registrados en linfonodos: A. Prescapular. B. Retrofaringeo con

multiples granulomas. El recuadro blanco en la figura indica el area del tejido a tomar (pueden ser varias).
Fuente: Canal A. Universidad Nacional del Litoral.

BACILOSCOPIA CON COLORACION DE ZIEHL NEELSEN

La baciloscopia directa con la coloracion de Ziehl Neelsen (ZN) es considerada un
examen basico, rdpido y sencillo. En animales puede realizarse a partir de una impronta
directa de una lesién compatible. También permite caracterizar el desarrollo

micobacteriano en medios de cultivo en el laboratorio (Figura 3).

La capacidad de formar complejos coloreados con los derivados del trifenilmetano
(fucsina, auramina 0), que resisten la acciéon del etanol-acido, es considerada una
propiedad caracteristica de las micobacterias y es por ello que se denominan bacilos
acido alcohol resistentes (BAAR). A estos colorantes se les agrega fenol acuoso que
aumenta la penetracién en los lipidos constituyentes de la pared celular, actuando

conjuntamente con el calentamiento que ayuda a disminuir la tensién superficial.

La observacion microscopica a través de la coloracién acido-alcohol resistente de ZN
detecta micobacterias en concentraciones mayores a 10.000 bacilos por mL. [15]; y no

logra diferenciar entre las distintas especies de micobacterias.

10
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Figura 3. Tincidn de Ziehl-Neelsen (ZN). A. Impronta tefiida por ZN para la deteccién de Mycobacterium

bovis. B. Cultivo puro en medio liquido de la cepa Mycobacterium avium cepa D4 ER tefiido con ZN. Fuente:
Paolicchi F, EEA Balcarce INTA y Bernardelli A, Ceva Salud Animal.

DIAGNOSTICO MICROSCOPICO DE LAS LESIONES

El aspecto microscépico de la lesién tuberculosa presenta una composicién celular

caracteristica; pudiendo ser de tipo productiva o exudativa.

En el primero de los casos, se observa una marcada presencia de células epitelioides,
macrofagos y en menor medida células gigantes de Langhans rodeadas de linfocitos y
plasmocitos. En caso de lesién exudativa, se observan abundantes neutréfilos, linfocitos
reactivos que, con el tiempo, presenta un centro necrdtico que puede llegar a
calcificarse. Finalmente, aparece el tejido fibroso caseoso rodeando el granuloma

(Figura 4).

11
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Figura 4. Observacion de lesiones granulomatosas. A. Lesidén macroscdpica en la que se observan
granulomas con contenido caseoso (flecha). Fuente: Garbaccio S, Garro C. IP-IPVet-CICVyA INTA. B. Lesidn
microscépica caracteristica de TBB (1000X). Presencia de células Gigantes de Langhans y BAAR en su

interior (flechas). Fuente: Delgado F. IP-IPVet-CICVyA INTA.

Con la tincidn de ZN pueden observarse, en el contexto celular arriba descripto; bacilos
dentro de macréfagos, de células epitelioides o bien libres en el espacio extracelular.
Sin lugar a dudas, el estudio histopatolégico permite identificar la presencia de
micobacterias de manera mas rapida que el cultivo y a su vez categorizar y cuantificar
los hallazgos con el fin de ponderar los mismos [16-17]. Presenta como desventaja que
otros agentes etioldgicos son capaces de inducir un cuadro semejante a aquellos vistos
en animales con TBB (actinobacilosis, neumonias ocasionadas por bacterias o parasitos,
quistes parasitarios, leucosis enzodtica bovina, entre otros). En este sentido, la
asociacién de la histopatologia seguida de la tincidon de ZN sobre la lesién microscépica

posibilita avanzar en un diagndstico diferencial [16].
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CULTIVO Y AISLAMIENTO DE M. bovis

Esta técnica es considerada la prueba de oro o gold standard del diagndstico de la
enfermedad, por ello es la prueba de referencia. Se lleva a cabo en laboratorios
especializados en esta disciplina y que cuentan con instalaciones y personal entrenado ya
que el trabajo implica la adopcion de medidas de bioseguridad apropiadas por tratarse de
un agente zoondtico. Alli se procesan diversas muestras clinicas para el aislamiento y
caracterizaciéon de M. bovis. Previo al cultivo se realiza un proceso de descontaminacion,
con el fin de eliminar la microbiota que acompafia al material en estudio. Posteriormente
se siembra en medios sdlidos a base de huevo, especificos para el género Mycobacterium,
tales como Lowenstein Jensen y Stonebrink (Figura 5). Este ultimo es el indicado para el
aislamiento de M. bovis a partir de diferentes muestras clinicas (tejidos, leche, secreciéon

nasal, entre otras) [18].

Figura 5. Cultivo en medio sélido Stonebrink a base de huevo especifico para el aislamiento
de especies del género Mycobacterium. Fuente: Magnano G. Universidad Nacional de Rio Cuarto.

El cultivo es un proceso lento que puede insumir entre 2 y 3 meses. Su sensibilidad no es
del 100%, pudiendo obtener resultados falsos negativos. La sensibilidad de deteccién
depende de varios factores, entre ellos de la calidad de la muestra remitida, ya que en
caso de presentar micobacterias no viables (por falencias de transporte o en la remisién y
acondicionamiento del material), dard resultado negativo [19]. Existen alternativas en la

labor bacterioldgica, relacionadas con: el protocolo utilizado para la descontaminacion,
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los métodos de macerado de tejidos, en los medios de cultivo (los sintéticos) o procesos
qgue revelan un desarrollo micobacteriano incipiente por métodos fluorométricos. En el
caso particular de M. bovis, crece en medios con contenido de piruvato de sodio
(Stonebrink), siendo el crecimiento disgénico en presencia de glicerina (Lowenstein
Jensen). Durante el desarrollo de las colonias en los medios de cultivo, resulta de
importancia tener en cuenta: tiempo de desarrollo (a partir de tres semanas
aproximadamente), morfologia de la colonia (lisa y de color blanco amarillento),
temperatura de crecimiento, entre otros [18-21]. En un estudio inter-laboratorios
realizado en nuestro pais, se observé concordancia del 24% en el resultado del aislamiento
bacteriolégico al analizar un panel de 25 muestras de linfonodos bovinos con lesiones
compatibles y confirmadas por bacteriologia. En este estudio, se evidencid que los
protocolos de descontaminacion y la forma de macerar los tejidos variaron segun el
laboratorio. Estos hallazgos refuerzan la importancia de estandarizar los protocolos

empleados en el aislamiento bacterioldgico [19].

La identificacion de M. bovis en los aislamientos se determina por sus caracteristicas
culturales, bioquimicas y moleculares. Los desarrollos micobacterianos obtenidos en los
medios de cultivo que contienen piruvato de sodio, presentan colonias lisas, de color
beige, que desarrollan lentamente a 37°C, pero que no lo hacen a 22°C ni a 45°C. Las cepas
presentan reacciones negativas frente a las pruebas de: niacina, nitrato reduccion,
catalasas, hidrolisis de tween, reduccidn del telurito, R-glucosidasa, R-galactosidasa,
crecimiento en presencia de cloruro de sodio al 5%, toma de hierro, arilsulfatasa y

reaccion ureasa positiva.’

M. bovis es sensible a la hidrazida del acidotiofeno-2-carboxilico, a la hidrazida del acido

isonicotinico, al acido para-aminosalicilico y a la estreptomicina.

>Manual de procedimientos: Clasificacidn fenotipica de micobacterias.
http://nuevaweb.senasa.gob.ar/sites/default/files/ARBOL SENASA/ANIMAL/BOVINOS BUBALINOS/PRO
D PRIMARIA/SANIDAD/ENF Y ESTRAT/TUBERCULOSIS/file1443-mlab.pdf (acceso: 26 de octubre 2021)
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Durante la década del 80’ se desarrollé una innovacidn tecnoldgica llamada Polymerase
Chain Reaction (PCR). Esta técnica permite obtener un gran nimero de copias de un
fragmento de ADN especifico, lo que facilita la deteccion del genoma de los
microorganismos con mayor sensibilidad y rapidez en diversos tipos de muestras [22], sin
necesidad de que los mismos estén viables. Entre ellas, se distingue la técnica de PCR de
punto final y la técnica de PCR en tiempo real, ampliamente utilizadas en el diagndstico
de TBB [23-24].

En el primer caso, se trata de un protocolo que requiere equipamiento y reactivos menos
costosos. Sin embargo, la visualizacion del producto de amplificacidon se realiza al final del
proceso, mediante una electroforesis en gel de agarosa, lo cual implica un mayor tiempo
en la obtencion del resultado y la necesidad de la manipulacién del producto de

amplificacidn obtenido con potencial riesgo de contaminacion (Figura 6).

¢+ 1 2 3 4 5 6 7 C Ce M

Figura 6. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio y expuesto a la luz ultravioleta
gue muestra la amplificacion de un fragmento de 245pb (flecha roja) de la secuencia de
insercion 1S6110, caracteristica de las especies pertenecientes al Complejo Mycobacterium
tuberculosis. C+: Control positivo; 1-6: Muestras positivas; 7: Muestra negativa. C-: Control
negativo de reactivos de PCR; C-e: Control negativo de extraccién de ADN; M: Marcador de
peso molecular de 100pb. Fuente: Zumarraga M. IABIMO, CICVyA, CNIA, INTA-CONICET.

En contraposicidn, la técnica de PCR en tiempo real permite el seguimiento del avance de
la reaccién y la cuantificacion en simultaneo a la reaccién de amplificacion. Es posible

incrementar la sensibilidad y especificidad mediante la utilizacidon de sondas y al constituir
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un sistema cerrado disminuye el riesgo de contaminacién. En la Figura 7 se muestra el

avance de la reaccién de amplificacién en ciclado de PCR en tiempo real.
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Delta R
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Figura 7. Intensidad de fluorescencia en funcién al numero de ciclos. Fuente: Zumarraga M. IABIMO,
UEDD INTA-CONICET.

Ambas se emplean globalmente en el diagndstico de TBB y dependera del equipamiento
y la existencia de un operador entrenado en una u otra técnica la aplicacion de alguna de

ellas.

Cualquiera sea la técnica de PCR empleada, la obtencion del ADN micobacteriano
presente en la muestra a procesar sera clave en la sensibilidad y reproducibilidad de la
prueba. Resulta esencial la estandarizacién de la metodologia a utilizar de acuerdo a la
muestra clinica a procesar, ya que difieren en la complejidad de su matriz y en la presencia
de inhibidores de la polimerasa [24-25-26-27]. Se han descripto en diversos trabajos
cientificos [28-29-30-31], variantes metodoldgicas en torno a la extraccidn y recuperacion
del ADN en alto grado de pureza, sin embargo, el empleo de protocolos comerciales

adaptados al uso en diferentes muestras biolédgicas facilita esta tarea.

Entre las multiples ventajas que presenta la técnica de PCR en comparacion con el cultivo,
se destaca la celeridad ya que permite obtener resultados que incluyen la identificaciéon
de la especie micobacteriana en cortos plazos de tiempo. Esto posibilitaria la intervencion
inmediata de los Servicios Sanitarios provinciales y/o nacionales, ante casos particulares.
Para ello se requiere de técnicas diagndsticas rapidas, practicas, econdmicas, sensibles
y especificas; como podria ser el caso de la técnica de PCR [24]. Sin embargo, existen
potenciales limitaciones como la presencia de inhibidores en la muestra clinica, lo cual
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podria arrojar resultados falsos negativos [32], o las contaminaciones por una
inadecuada manipulacion del producto amplificado, cuya presencia puede generar

resultados falsos positivos.

Para evitar la contaminacién, es conveniente el laboreo en habitaculos separados en
cada una de las etapas del proceso (extraccion del ADN, preparacion de la mezcla de
reaccién, siembra del templado, amplificacion propiamente dicha y visualizacién del
producto); utilizando reactivos, instrumental, insumos y vestimenta propios de cada
sector. Es imprescindible sumar certezas al procedimiento, adicionando controles
positivos y negativos para cada etapa, ademads de contar con personal entrenado para

su realizacion [32].

Entre las muestras mds ampliamente utilizadas en el diagnéstico de TBB por PCR se

pueden enumerar las muestras de tejidos y la leche cruda bovina [33-34].

Existen dificultades en el procesamiento de tejidos bovinos ya que las lesiones suelen
presentar escasa cantidad de bacilos, y una marcada fibrosis y calcificacion que limita la
liberacion del material genético [35-36]. Estudios realizados en nuestro pais proponen
el uso de la técnica de PCR directa a partir de tejidos como complemento del diagnéstico
rutinario (bacteriologia e histopatologia) [28-30]. No obstante, existe un amplio rango
en cuanto a la sensibilidad diagndstica del ensayo (53%- 91%), asociado a multiples
factores que involucran desde la extraccion hasta la amplificacion [24-25-37-38]. Este
hecho enfatiza la necesidad de contar con un esquema estandarizado en los laboratorios
gue ofrezcan la técnica de PCR como servicio diagndstico de TBB, los cuales optimicen

el valor de sensibilidad analitica de la técnica [39].

Courcoul y col. [40] compararon la sensibilidad y especificidad de la bacteriologia,
histopatologia seguido con coloracion de Ziehl Neelsen vy la técnica de PCR en tiempo
real basada en la amplificaciéon de la secuencia 1IS6110 en 5.211 bovinos en Francia. Se
detecto que la técnica de PCR fue mas sensible que la bacteriologia (87.7% [82.5-92.3%]
versus 78.1% [72.9-82.8%]), mientras que la especificidad fue de 97.0% para la técnica
de PCR [94.3-99.0%] y 99.1% para la bacteriologia [97.1-100.0%]). En relacién a la

histopatologia seguido de Ziehl Neelsen, resultd tan sensible como la técnica de PCR
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(93.6% [89.9-96.9%]) pero con una especificidad asociada menor que la técnica de PCR

y la bacteriologia (83.3% [78.7— 87.6%]).

A nivel local, Barandiaran y col. [41] demostraron que la técnica de PCR de punto final
para la amplificacion de la secuencia de insercion 1S6110, presenté una sensibilidad
(82%) levemente mayor que el aislamiento bacterioldgico (79,9%); mientras que la
especificidad fue similar (88,5% y 89%, respectivamente). La aplicaciéon en paralelo de
ambas técnicas permitiéd incrementar la sensibilidad sustancialmente (96,6%) con

compromiso moderado de la especificidad (78,8%).

Los resultados demuestran que la prueba de PCR a partir de muestras de tejido, en
combinacidn con otras pruebas que corroboran la presencia del agente, constituye una

herramienta eficaz para realizar el diagndstico de M. bovis en bovinos y cerdos.

Esta técnica esta contemplada en el articulo N263 de la Resolucién N° 128/2012 que
reglamenta el Plan Nacional de Control y Erradicacién de la TBB en la Republica
Argentina. En este articulo se describe que los laboratorios de diagndstico en zonas de
control “deben poseer la capacidad de diagndstico histopatoldgico y/o bacterioldgico
y/o eventualmente de biologia molecular con fines confirmatorios de las pruebas
tuberculinicas de campo, a partir de muestras de material tomado en necropsias o de
lesiones sospechosas y/o compatibles con tuberculosis en el frigorifico”. Ademas, se
indica el posible envio de muestras de tejidos, en el marco de un sistema de vigilancia,
a los laboratorios para el diagndstico bacteriolégico, histopatoldgico y con métodos de
amplificacién enzimatica del ADN si asi correspondiese”, o su empleo en el diagndstico

de la TBB como parte de un sistema de vigilancia para zonas libres.

Una alternativa complementaria de diagndstico es la aplicacion de la técnica de PCR en
leche de tanque de tambos para la identificacidon de rodeos infectados, de acuerdo a lo
descripto por Zumarraga y col. [42]. Tiene la ventaja de poder auditar rapidamente
distintos establecimientos mediante una simple toma de muestra de leche. Uno de las
limitantes es que no todas las vacas infectadas eliminan micobacterias por leche, y
cuando lo hacen es oscilante, y no todas las vacas del rodeo lo hacen al mismo tiempo
[42]. A su vez la leche es una muestra compleja por la presencia de grasa y calcio que

pueden comportarse como inhibidores de la técnica de PCR. Se estimd que el valor
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predictivo negativo en rodeos cuyos animales son no reaccionantes a la prueba
intradérmica fue del 95% [42]. Teniendo en cuenta esta fortaleza, esta estrategia se ha
implementado como prueba oficial complementaria en el marco del Plan Regional de
Control y Erradicacion de la TBB de la provincia de Santa Fe (Resolucion 949/12), para la
vigilancia epidemiolégica en los rodeos de leche con certificacion oficial de libres de TBB.
De este modo, durante las inspecciones oficiales provinciales en establecimientos
lacteos con certificado oficial de libres se extrae una muestra de leche del tanque para
su posterior andlisis por la técnica de PCR. En estas inspecciones también se audita la

realizacion de la prueba IDR a todo el rodeo.

Tipificacion molecular

La utilidad de un estudio de genotipificacion cldsica permite interpretar y comprender
la presencia, magnitud y distribucién de un determinado genotipo. Si bien los estudios
de tipificacidon no son habituales, poseen distintas aplicaciones como la caracterizacion
de los microorganismos en base a sus propiedades genéticas, la deteccién de fuentes de
infeccion, el estudio de la distribucion y diseminacién de los microorganismos, la
deteccién de brotes epidémicos, la distincién acerca de la causa de un rebrote, la
vigilancia epidemioldgica, la deteccidn de contaminaciones cruzadas en los laboratorios

y también estudios evolutivos.

El principio de la tipificacidn molecular o genotipificacion se basa en el modelo de
expansién clonal, el cual establece que una bacteria se transmite entre diferentes
hospedadores reteniendo su mismo perfil genético. Para esto se utilizan marcadores
moleculares [43]. Los métodos utilizados deben ser reproducibles y a su vez es necesario
contemplar otros factores como costo, disponibilidad, rapidez y requerimientos de
indole técnico (tipo de equipamiento, entrenamiento, facilidad en la interpretacion de
resultados). Cada técnica tiene un poder discriminatorio diferente (entre 0 y 1), que
representa la probabilidad del método de tipificacion para considerar diferentes a dos
aislamientos epidemioldgicamente no relacionados elegidos al azar en una poblacién
[44]. Para la tipificacion molecular de las micobacterias que integran el complejo M.

tuberculosis se destaca el método de hibridacidn reversa en linea de Spoligotyping [45]
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y las repeticiones en tandem de numero variable (VNTR del inglés: Variable Number
Tandem Repeats), unidades repetitivas intercaladas de micobacterias (MIRUs del inglés:
Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit) [46], repeticiones exactas en tdndem (ETRs
del inglés: Exact Tandem Repeats) [47], (QUB del inglés: Queens University of Belfast)
[48-49]. La conformacién de bases de datos de genotipos locales e internacionales es un
proceso esencial y progresivo. Estas bases seran el sustento para explicar situaciones
actuales en base a la informacion generada en el pasado. En un estudio realizado en
cinco paises de Latinoamérica, Argentina, Brasil, Chile, Venezuela y México [50], se
identificaron espoligotipos caracteristicos y comunes en la regién. Como ejemplo, los
genotipos predominantes en Brasil, no son frecuentes en Argentina y viceversa,
mientras que Chile y Argentina comparten los mismos genotipos predominantes. La
tipificacion de cepas de M. bovis de los paises limitrofes con Argentina permitira generar
una valiosa informacién que podria explicar posibles brotes generados a consecuencia
del comercio y/o trafico de ganado. En relacidn a las micobacterias no tuberculosas,
conocidas también como MOTT (del inglés Mycobacteria other than tuberculosis) o
atipicas, se utiliza la secuenciacién de distintos genes (16S ARNr; hsp65; rpoB, sodA) y
posterior comparacién de las secuencias génicas en bases de datos, resultando ser la
opcién mas adecuada para la tipificacion molecular. Para una caracterizacidn certera se
requiere del andlisis combinado de las secuencias de ADN obtenidas para diferentes
genes resultando, en muchos casos, una mejor opcién que la utilizacion de kits

comerciales [51].
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DETECCION DE LA PRODUCCION ESPECIFICA DE yINF

Existe una prueba ante mortem que detecta in vitro la respuesta inmune mediada por
células del animal, utilizando una muestra de sangre para determinar la liberacién de la
citoquina Interferén Gamma (yIFN), por esto es considerada una prueba indirecta. Por
tratarse de un ensayo in vitro, a diferencia de la prueba de IDR, no interfiere con el
estado inmunoldgico del animal analizado y puede realizarse a pocos dias de aplicada la
prueba de intradermorreaccion con PPD bovina.

Su fundamento se basa en la estimulacion de linfocitos presentes en la sangre
anticoagulada del animal a testear con diferentes antigenos especificos derivados de
micobacterias y la posterior determinacion de yIFN en el plasma recuperado mediante
una prueba de ELISA tipo sandwich [52]. El rendimiento diagndstico de esta técnica ha
sido evaluado en diversos estudios llevados a cabo en Australia, Brasil, Etiopia, Gran
Bretafia, Republica de Irlanda, Italia, Nueva Zelanda, Irlanda del Norte, Espafia y Estados
Unidos entre otros paises [53], incorporandose posteriormente en sus programas de
control de la enfermedad como técnica complementaria a la prueba de la IDR. En
Sudameérica, Chile se ha sumado a esta iniciativa.

Las pruebas iniciales en Australia mostraron valores de 93,6% y 96,2% de sensibilidad y
especificidad, respectivamente [54]. Estudios adicionales indicaron otros valores con
rangos de sensibilidad que variaron entre 73% y 100% y de especificidad entre 85% vy
99,6% con un valor medio de 87,6% y 96,6%, respectivamente [53]. Asi, |la disparidad en
los resultados mencionados estaria relacionada con caracteristicas disimiles de los
bovinos y los sistemas productivos estudiados, diferentes puntos de corte empleados
segln la region, los diferentes tipos de PPD bovina utilizadas para la IDR y la técnica de
oro considerada como estdndar para determinar el estado sanitario de los rodeos, entre
otros. La OIE reconocié en 2012, su uso diagndstico como complemento de la prueba
intradérmica.

El empleo de esta técnica debe ser estratégico, es decir, debe emplearse en consonancia
con el cuadro epidemioldgico del establecimiento o regién en la que se incorporara su
uso y de forma complementaria a la IDR. Asi, se plantea la utilizacidn de la prueba de

liberacién de yIFN, frente a dos posibles escenarios epidemioldgicos:
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. En areas geograficas donde existen rodeos bovinos persistentemente infectados,
como ocurre en nuestro pais, se sugiere su utilizacion en “paralelo” a la prueba de la
IDR, con el fin de aumentar la sensibilidad diagndstica y, por lo tanto, controlar mas
rapidamente la enfermedad [5-54-55-56]. En este sentido, se aplica en aquellos rodeos
luego de realizar la prueba de la IDR e identificar animales NO REACCIONANTES. Entre
los 3 y 30 dias posteriores, en este grupo de animales se realiza el testeo mediante la
prueba de liberacion de yIFN, con el objetivo de detectar posibles falsos negativos a la

prueba de la IDR.

. En paises o regiones libres o con muy baja prevalencia de TBB (como EEUU vy
Australia o en la provincia de Tierra del Fuego), se propone su utilizacién en “serie” es
decir, analizando aquellos animales REACCIONANTES a la prueba de la IDR, sospechados
de ser falsos positivos a causa de una sensibilizacidn inespecifica con MOTT [57-58]. Es

de vital importancia comprender que en el contexto epidemioldgico en el que se

enmarca Argentina, siendo la TBB una enfermedad endémica, no se indica el empleo de

esta modalidad. Una excepcion de esto podria ser su potencial uso como herramienta

de vigilancia epidemiolégica para rodeos bovinos negativos que habitan la provincia de
Tierra del Fuego, la cual tiene la certificacién de libre de TBB desde el afo 2011

(Resolucién 100/2011, Senasa)3.

Existen varias pruebas comerciales disponibles en el mercado para el diagndstico de TBB
animal. Algunas de ellas solo utilizan antigenos estandar como PPD bovina y PPD aviar.
Otros hanincorporado el uso de antigenos recombinantes de M. bovis para estimulacion
de la sangre a testear, ofreciendo diferentes alternativas en relaciéon a la sensibilidad y
especificidad de deteccidn. Al presente, el Plan Nacional de Control y Erradicacion de la
TBB vigente en nuestro pais (Resol. 128/2012, Senasa), no contempla su uso como
técnica oficial de deteccion de la infeccidn. El Senasa exige la validacién de pruebas de
este tipo a nivel nacional, a fin de optimizar los parametros de sensibilidad/especificidad
y ajustar el valor del punto de corte en el contexto epidemiolégico preponderante en la
region. Desde el afio 2019 se encuentra presentado en Senasa un estudio realizado por
el INTA, en la EEA Balcarce, mediante una articulacién publico privada para validaciéon

de una prueba comercial que permite la deteccion de yIFN en bovinos. La validacion fue
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realizada con estudios sobre bovinos pertenecientes a rodeos de la provincia de Tierra
del Fuego y de zonas continentales con un nivel de prevalencia mediay alta, contrastado
estos resultados con identificacion de lesiones compatibles en carcasas y con pruebas
de aislamiento de M. bovis en mas de 100 animales enviados a faena. Ademas, este test
permite concomitantemente la identificacidon diferencial con bovinos infectados con
Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (paratuberculosis). El trabajo se
encuentra finalizado con resultados ad hoc segun exigencias del mencionado organismo
y cuyo informe técnico se ha presentado ante las autoridades del mismo [59]. A su vez,
otro estudio de similares caracteristicas cuyo objetivo es la evaluacién de otra prueba
comercial se encuentra actualmente en curso. La evaluacion de los resultados obtenidos
en estos estudios de validacién en Argentina por parte del organismo oficial, permitird
valorar la importancia del aporte de dos equipos comerciales diferentes ambos
aprobados por la OIE a nivel mundial para el diagndstico ante mortem de la TBB
mediante la determinacidn de yIFN en los rodeos del pais.

Si bien la IDR y la deteccién de yIFN son técnicas de diagndstico basadas en la
determinaciéon de la respuesta inmune mediada por células del animal a testear, los
resultados obtenidos no deben necesariamente coincidir. Esto se debe a la diferente
reactividad de las poblaciones celulares que componen el sistema inmune frente a los
antigenos empleados de acuerdo a la prueba que se utilice. Segun la OIE, existe un 70%
de concordancia entre los resultados que se puedan observar entre la prueba de la IDR
y el test de deteccidn in vitro de yIFN ©. Cuando se realizan ambas técnicas, pueden

registrarse diferentes situaciones, aun cuando los animales estén infectados:

IDR positiva/yIFN positivo (animales positivos)

IDR positiva/yIFN negativo (animales positivos)

IDR negativa/yIFN positivo (animales positivos anérgicos)

IDR negativa/yIFN negativo (verdaderos negativos y animales anérgicos)

Este hecho puede complejizar la toma de decisiones si el empleo de la técnica de yIFN

no se realiza considerando como referencia el resultado de la técnica oficial de

6 https://www.oie.int/es/nuestra-experiencia-cientifica/registro-de-los-kits-de-diagnostico/registro-de-
kits-de-diagnostico/ (acceso: 13 de enero de 2021)
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diagndstico, la prueba de la IDR. Entonces, en aquellos rodeos donde se emplee la
técnica de liberacién de yIFN en paralelo con la prueba de la IDR, vale decir, en el grupo
de animales NO REACCIONANTES, aquellos que exhiban un resultado IDR negativo / yIFN
positivo se deberan considerar como animales positivos, debiendo eliminarse del rodeo
en saneamiento. No obstante, podria permanecer un grupo de animales que no
reaccionen a ninguna de las dos pruebas, los cuales se ha demostrado en rodeos locales
gue pueden tener lesiones tuberculosas con riesgo de excrecién y diseminacién de
infeccidn dificultando el saneamiento [12-13].

En caso que se emplee la técnica de deteccidn de yIFN en serie (en Argentina este

criterio solamente es aplicable al territorio de Tierra del Fuego), existen tres posibles

escenarios:

. IDR positiva/yIFN negativo

. IDR positiva/yIFN positivo (deteccidn de infeccion por M. bovis)

. IDR positiva/yIFN positivo a PPD aviar (deteccién de infeccidon por micobacterias

no tuberculosas al presentar respuesta frente al antigeno aviar (PPD aviar) en animales

con paratuberculosis)

En este sentido, considerando que se emplea este esquema en rodeos libres de
tuberculosis o zonas de baja prevalencia donde se sospecha reacciones falso positivas
inespecificas, se sugiere en el primer caso (IDR positivo/yIFN negativo) investigar la
presencia de lesiones compatibles con TBB en la faena del animal reaccionante. En el
segundo caso (IDR positiva/yIFN positivo) el animal se considera infectado por M. bovis
y debe ser eliminado del rodeo. En el tercer caso (IDR positiva/ YIFN positivo a PPD aviar),
al detectarse una sensibilizacion inespecifica (niveles altos de yIFN al estimular la sangre
con PPD aviar) el animal se considera negativo para la infeccion por M. bovis.
Nuevamente, es importante evaluar estos resultados en el contexto epidemiolégico del
rodeo (presencia de M. avium subesp. paratuberculosis, historia de hallazgos de lesiones
en faena durante los Ultimos 5 afios, registro de datos de IDR del rodeo, denuncia de
casos clinicos de paratuberculosis o diagndstico por aislamiento de M. avium subsp
paratuberculosis). El uso de la prueba de yIFN ha demostrado su utilidad en la deteccién

de enfermedades producidas por MOTT, como es el caso de paratuberculosis bovina en

24



Comision Cientifica de Micobacterias AAVLD 2021

regiones libres de TBB como ha sido identificado en la provincia de Tierra del Fuego,

Argentina [59].

En los laboratorios donde se realice la prueba, debe tenerse en cuenta que la misma se
efectla en dos etapas: a) la primera consiste en la estimulacién in vitro de la sangre
anticoagulada de reciente extraccion (no mas de 12 hs) con antigenos especificos y la
cosecha del plasma luego de esta estimulacién. La segunda etapa se centra en la
realizacién de una prueba de ELISA tipo sandwich para determinar la cantidad de yIFN
producido durante la estimulacién, la cual insume al menos 18hs de incubacién a una
temperatura de 37°C. Se debe utilizar como anticoagulante heparina. Un paso
importante es homogeneizar invirtiendo suavemente 10 veces la sangre junto con la

heparina evitando la coagulacién, ya que el suero no sirve para realizar la estimulaciéon

con antigenos y posterior determinacién de yIFN. La muestra debe mantenerse a
temperatura ambiente en climas templados a cdlidos (10-30°C), o en conservadoras
térmicas en casos donde las temperaturas sean inferiores a los 10°C. No se deben
refrigerar las muestras antes de su procesamiento. Dicho material deberd arribar al
laboratorio dentro de las primeras 12hs posteriores al muestreo en lo posible, para
iniciar la estimulacién antigénica de la muestra con la mayor vitalidad de los linfocitos
de la sangre obtenida (los test de IFN cuentan con procedimientos estandar usando
mitogenos para verificar viabilidad celular), y asegurar la liberacién de yIFN al plasma en
animales infectados. Para ello, es importante contar con la logistica adecuada que
asegure que se realice el estimulo de la sangre en tiempo adecuado. Esto hay que
considerarlo ya que pueden ocurrir imprevistos relacionados con condiciones climaticas,
distancias geograficas o dindmicas propias del muestreo. Es importante que el usuario
esté al tanto del margen de tiempo con el que cuenta para que las muestras arriben al
laboratorio correctamente. De lo contrario, se puede comprometer la eficacia de la
prueba diagnédstica, ya que a medida que transcurre el tiempo entre estas dos
operaciones (muestreo-estimulacién), decrece significativamente el numero de
linfocitos viables (insumo basico para la liberacion de yIFN) arrojando posibles
resultados falsos negativos. Teniendo en cuenta las dimensiones de paises como
Argentina y las dificultades para la comunicacion entre regiones y laboratorios de

referencia, debe ser considerado este aspecto clave al momento de ser evaluado el uso
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de la técnica in vitro de liberacidn de yIFN y su adopcion como alternativa diagndstica.
El test probado permite la utilizacion de las tuberculinas elaboradas en Argentina como
estimulo especifico.

Esta prueba es realizada en el laboratorio por personal entrenado en la aplicacién e
interpretacion de los resultados, mientras que requiere ademas equipamiento
especifico como una estufa de 37°C, centrifuga (ideal para placas de ELISA), pipetas
automaticas y un lector de placas de ELISA, siendo fundamental a la hora de dar
resultados la interpretacién de los mismos en forma individual para cada animal y en el
contexto del rodeo analizado.

La prueba in vitro de liberacion de yIFN ha demostrado ser una herramienta diagndstica
muy Util en paises con presencia de la enfermedad y en regiones libres para efectuar
vigilancia epidemioldgica. Su uso racional y su incorporacidn como técnica de
diagndstico complementaria a la prueba de la IDR en el marco de un plan de control,
permitio dar batalla a este flagelo en varios paises del mundo. A partir de los datos que
se generen en los estudios de validacidn, ya finalizados y en curso, se podra evaluar su
empleo adaptado a la dindmica del contexto epidemioldgico regional y al Plan Nacional

de Control de la TBB.

DETECCION DE LA PRODUCCION ESPECIFICA DE ANTICUERPOS

Existe una prueba ante mortem que detecta in vitro la respuesta inmune humoral del
animal utilizando una muestra de suero para determinar la presencia de anticuerpos,
por esto es considerada una prueba indirecta. Este ensayo diagndstico se denomina
técnica de ELISA y fue incorporado exitosamente por distintos paises en sus programas
de control y erradicacién de enfermedades infecciosas.

En el caso de la TBB, fue evaluado en diferentes trabajos [12-13-60-61-62-63-64-65],
adoptando un rol complementario a la técnica de la IDR en los programas de control. Al
igual que otras pruebas seroldgicas su utilidad fue propuesta fundamentalmente para la
identificacion de aquellos animales que a pesar de estar infectados por alguna causa, no
producen una respuesta alérgica especifica frente a la inoculacién intradérmica de la
tuberculina [66]. También fue descripto su utilizacién potencial en la deteccion de

animales recientemente infectados donde se incorporan al ensayo diversos antigenos
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inmunodominantes especificos, capaces de revelar la presencia del agente etioldgico
[67]. Otros trabajos realizados en bovinos experimentalmente infectados con M. bovis
indican que la respuesta inmune humoral es baja o estd ausente en la etapa inicial de la
infeccion, incrementdndose a medida que la enfermedad progresa [66-68-69-70]. En
este sentido Vordermeier y col. [71], al igual que De la Rua Domenech [5], sugirieron
que la respuesta mediada por anticuerpos resulta evidente en estadios avanzados de la
enfermedad, asociada a cuadros patoldgicos severos y a un incremento en la carga
micobacteriana (Figura 10). En el segmento derecho de esta figura se representa la
infeccion avanzada o generalizada donde los bovinos no suelen responder a las pruebas
que detectan la inmunidad mediada por células (prueba de IDR o deteccién de yIFN),
pero demuestran una elevada presencia de anticuerpos en sangre [72-73]. Aquellos
animales que presentan este perfil inmunolégico se denominan “anérgicos” vy
representan un gran riesgo por tratarse de bovinos enfermos y baciliferos (altamente
contagiosos). En muchos casos estos animales retrasan las tareas de saneamiento de la

TBB en los rodeos porque se convierten en fuente de infeccidén continua.

Humoral

Figura 10. Respuesta inmune del bovino frente a la infeccion por M. bovis
(Esquema adaptado de Vordermeier y col. [73]
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En las pruebas de ELISA para deteccidn de anticuerpos, diversos autores describieron el
uso de un panel multiantigeno, capaz de abarcar diversos estadios a lo largo de la
enfermedad de manera sensible y especifica [67-74-75]. La incorporacién de antigenos
especificos de M. bovis inmunodominantes como MPB70 y MPB83 fueron propuestos
para mejorar la técnica en cuanto a su especificidad [76]. Otros trabajos optaron por una
estrategia basada en un solo antigeno capaz de identificar correctamente bovinos con TBB
[77-78-79]. En funcién de los antigenos utilizados en la prueba de ELISA, la sensibilidad de
la misma presenta un amplio rango segun diferentes factores [61-62-63-64-80-81-82-83-
84]. Entre ellos: 1) los antigenos utilizados, 1) el contexto epidemioldgico de la muestra de
suero evaluada (sueros de bovinos reactores a la prueba tuberculinica-PPD,
bacteriolégicamente positivo, con presencia de lesiones compatibles con TBB o las
distintas combinaciones de ellos), Ill) estadio de la enfermedad a detectar (infeccion
reciente, etapa avanzada), IV) edad de los bovinos (terneros, bovinos adultos), V)
momento de la recoleccidn de la muestra, en relacidn con la aplicacién de la técnica de
IDR y su posible efecto booster. Waters y col. [63] describieron a través de una prueba
comercial de diagndstico seroldgico, diversos valores de sensibilidad alcanzados, de
acuerdo a las muestras pertenecientes a colecciones de sueros. Estos autores obtuvieron
un 74% de sensibilidad a partir de un panel de sueros provenientes de rodeos de Gran
Bretafia (n=184), 69% para sueros de Irlanda (n=130), 46% en el caso de Estados Unidos
(n=122) y 40% para Nueva Zelanda (n= 42). Trost y col. [85] hallaron diferencias en la
sensibilidad de la prueba seroldgica mencionada, aplicada en Reino Unido, Estados Unidos

y México siendo ésta del 77% (n= 126), 45% (n= 146) y 9% (n= 128), respectivamente.

Harboe y col. [86] mencionaron el efecto que ocasiona la aplicacidon de la técnica de la
IDR, estimulando la produccidn de anticuerpos en bovinos infectados. Estudios mas
recientes han demostrado que las respuestas de anticuerpos frente a M. bovis, se
potencian a partir de la aplicacién de la prueba tuberculinica-PPD, generando una
respuesta anamnésica. Este concepto fue profundizado luego por Casal y col. [65],
guienes demostraron el efecto booster ocasionado por la aplicacién de la técnica de la
IDR sobre los niveles de anticuerpos circulantes en sangre de bovinos con TBB. Tomando
en cuenta dicho efecto, consiguieron un aumento significativo en la sensibilidad del
ELISA, cuando las muestras fueron colectadas 15 dias posteriores a la aplicacién de la

técnica de la IDR, incrementandose de un 24% a un 70%. Waters y col. [87] mencionan
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el efecto booster como un factor relevante relacionado con el diagndstico serolégico, en
consonancia con el progreso de la enfermedad en el individuo. En este trabajo, se
describe un aumento en la respuesta humoral especifica en las semanas posteriores a la
aplicacion de la prueba de IDR, prolongandose dicho efecto por los préximos 2-3 meses.
Este fendmeno anamnésico estaria asociado a la accién de linfocitos B de memoria
generados originalmente durante la infeccién micobacteriana, pudiéndose luego

reactivarse rapidamente a partir de una aplicacion de la PPD [88].

La deteccion de la respuesta inmune humoral a través de la técnica de ELISA posee
potencial si se utiliza complementariamente a la IDR, porque permitiria detectar los
animales falsos negativos o anérgicos en establecimientos con antecedentes de TBB
[89]. En nuestro pais se llevaron adelante diferentes estudios en cuanto al uso de esta
estrategia sobre bovinos no reaccionantes a la IDR provenientes de establecimientos
con TBB [12-13]. Garbaccio y col. [12] analizaron 33 bovinos no reaccionantes a la IDR
anocaudal y ELISA positivo para la respuesta inmune humoral, de los cuales 30 (91%)
presentaron lesiones compatibles con TBB (Figura 11), siendo luego confirmadas a
través de bacteriologia, PCR y/o histopatologia. Griffa y col. [13] encontraron 43 bovinos
positivos al ELISA que detecta anticuerpos, pero no identificados por la técnica de la IDR
anocaudal. De ellos 36 (83%) fueron confirmados como infectados a través de
histopatologia y/o por la técnica de PCR a partir de tejido. En ambos trabajos se sugiere
el uso complementario del ELISA para deteccién de respuesta inmune humoral en
bovinos no reaccionantes a la prueba intradérmica pertenecientes a establecimientos
con TBB. Dicho diagndstico podria mejorar en términos de sensibilidad diagndstica la

identificacion de bovinos infectados.
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Figura 11: TBB generalizada en bovinos no reaccionantes a la prueba tuberculinica-PPD/ELISA positivo para

deteccidén de respuesta inmune humoral: Izqg. cavidad tordcica, der. cavidad abdominal. Fuente: Delgado F., Garro C. y
Garbaccio S. IP-IPVet-CICVyA INTA.

Si bien existen diversos trabajos de investigacion llevados a cabo en nuestro pais acerca
del uso estratégico del ELISA [12-13-75], es necesario realizar un proceso de validacién
bajo la supervision de organismos oficiales. Esto permitird, al igual que lo mencionado
en el caso del ensayo de YIFN, poder determinar los valores de sensibilidad y
especificidad del ensayo junto a la definicidon del punto de corte mas apropiado de

acuerdo al contexto epidemioldgico-sanitario.

SINTESIS

La TBB desencadena predominantemente una respuesta inmune mediada por células
durante las fases temprana e intermedia de la infeccién, siendo los linfocitos Th1 los
protagonistas de esta respuesta. Por lo tanto, la prueba intradérmica continua siendo el
pilar fundamental del diagndstico de la enfermedad en los bovinos en pie. En el mismo
sentido, el ensayo de yIFN resulta una herramienta util para revelar dicha respuesta
inmune. A medida que la enfermedad progresa, un cambio del perfil de respuesta
inmune de Th1 a Th2 se asocia con una disminucion de la respuesta inmune mediada
por células, dando lugar a la respuesta inmune humoral tal como se graficé en la Figura
10. A pesar de ello, las pruebas seroldgicas, aunque relativamente econdmicas y de facil

realizacion en el laboratorio; no son consideradas en los actuales programas de control

30




Comision Cientifica de Micobacterias AAVLD 2021

de la TBB, aunque en los ultimos anos se ha retomado el interés sobre esta alternativa
diagndstica generando resultados parciales promisorios.

La prueba intradérmica continlda siendo la protagonista del diagndstico de la TBB y
herramienta esencial para avanzar en el control de la enfermedad. Junto a este ensayo,
el andlisis post mortem realizado a partir del muestreo de tejidos con lesiones
compatibles, suele aportar una valiosa informacidon que permite caracterizar un caso,
dando el contexto epidemioldgico al mismo. Si bien un diagndstico positivo, a partir de
muestras de leche, puede brindar informacién de utilidad, teniendo en cuenta la
presencia intermitente del microorganismo en este fluido, un resultado negativo no da
certezas acerca de la verdadera situacion de los animales en estudio en cuanto a la
tuberculosis. Tal vez, su aplicacion podria enriquecer estudios de patogenia de la TBB,
no asi para el diagndstico individual en bovinos. Tal como se mencioné a lo largo de este
trabajo, tanto el ensayo de dosaje de yIFN como un testeo a través de la técnica de ELISA
para deteccidn de respuesta humoral, requeriran de estudios locales de validacién que
permitan fundamentar su potencial uso estratégico, como complemento de la prueba
tuberculinica-PPD, en el marco de un Programa Nacional de Control de la enfermedad.
De acuerdo a lo desarrollado en este documento, podemos encontrar distintos ensayos
diagndsticos y su posible aplicacidn frente a diversas muestras bioldgicas tales como
leche [42-90-91], tejidos [24-25-28-92-93], plasma y suero [63-64-65], algunos de ellos
ampliamente estudiados e incorporados en los Programas de Control de la TBB y otros
en fase de experimentacidn y/o validacidn. Por lo tanto, existe un progresivo interés en
el ambito cientifico, académico y productivo, por reforzar o innovar en las capacidades
diagndsticas ya establecidas, con el fin de optimizar el diagndstico de la infeccién y
deteccién de la enfermedad, y a su vez generar conocimientos acerca de la patogenia o
de la transmisidn de la infeccidon. Un mejor entendimiento de estos aspectos, permitiria
el preciso diagndstico y remocion y envio a faena de los bovinos infectados con M. bovis
y ademas posibilitaria la toma de decisiones a nivel establecimiento o bien, delinear o
establecer estrategias regionales y/o nacionales tendientes al control y erradicacion de

esta enfermedad.
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