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Resumen

Para producir alimentos de buena calidad y sanitariamente seguros,
y ademas responder a las exigencias de los mercados, se debe contar con
rodeos sanos. Mycobacterium bovis (M. bovis), es el principal agente
causal de la tuberculosis (TB) en animales, enfermedad zoondtica cronica
diseminada mundialmente, que afecta tanto a bovinos como a otras
especies de importancia pecuaria como bufalos, cerdos y cabras. La TB
provoca serios problemas econdmicos en el sector pecuario, al reducir la
eficiencia productiva de los animales y dificultar la comercializacion de sus
productos derivados. La lucha contra la TB esta basada en su deteccion y
control, para lo cual se necesitan técnicas de diagndstico rapidas, sensibles
y especificas, que permitan la identificacion de los focos de infeccion y su
posterior control.

El objetivo de este trabajo fue implementar y adecuar herramientas
de biologia molecular para detectar M. bovis en leche de ganado caprino,
para brindar alternativas diagndsticas y estrategias complementarias a las
utilizadas en el Plan Nacional de Control y Erradicacion de la Tuberculosis
bovina (PNCETBB) en Argentina.

Se realizé una comparacion entre (a) la amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP) utilizando la secuencia 1S6110, y (b) la PCR
Touch-Down utilizando 1S6110 6 (c¢) Rv2807, y (d) la PCR-TbD1. Se
evaluaron los métodos diagndsticos en muestras de campo considerando
al cultivo como prueba de oro del diagnéstico de la enfermedad. La
sensibilidad fue de 100% para PCR-TbD1 y de 42,9% tanto para LAMP-
IS6110 como PCR-1S6110 y PCR-Rv2807, mientras que la especificidad
fue de 88,1% tanto para PCR-TbD1 como para PCR-IS6110 y PCR-
Rv2807, y de 85,7 para LAMP-IS6110. El grado de concordancia respecto
al cultivo fue adecuado para PCR-TbD1, mientras que resulto débil para las
restantes pruebas diagnosticas. Por otra parte, la concordancia entre PCR-
IS6110 y PCR-Rv2807 fue del 100% y entre LAMP-IS6110 y PCR-
IS6110/Rv2807 de 94,5%.

LAMP-1S6110 podria utilizarse como herramienta de diagndstico
preliminar en laboratorios de baja complejidad mientras que PCR-TbhD1
como método de laboratorios de referencia.

Finalmente, por PCR en tiempo real, se estimo6 que la excrecion de
M. bovis por leche de los animales analizados fue variable, requiriéndose
continuar con la optimizaciéon del método para futuros estudios.

Palabras claves: caprinos, tuberculosis, leche, LAMP, PCR.



Abstract

To produce good quality and sanitary safe food, and respond to the
demands of the markets, it is necessary to have healthy herds.
Mycobacterium bovis (M. bovis) is the main causative agent of tuberculosis
in animals, a zoonotic and chronic disease spread worldwide that affects
both cattle and other important livestock species such as buffalo, pigs and
goats. TB causes serious economic problems in the livestock sector, by
reducing the productive efficiency of animals and making it difficult to market
their derived products. The fight against TB is based on its detection and
control, for which rapid, sensitive and specific diagnostic techniques are
needed, which allow the identification of sources of infection and their
subsequent control.

The objective of this work was to implement and adapt molecular
biology tools to detect M. bovis in goat milk, to provide diagnostic
alternatives and complementary strategies to those used in the National
Plan for the Control and Eradication of Bovine Tuberculosis (PNCETBB) in
Argentina.

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) using the
sequence 1S6110 was compared to PCR Touch-Down using 1S6110 and
Rv2807 and PCR-TbD1. The diagnostic methods were evaluated in field
samples considering the culture as the gold standard for the diagnosis of
the disease. The sensitivity was 100% for PCR-TbD1 and 42.9% for LAMP-
IS6110 and, PCR-1S6110 and PCR-Rv2807, while the specificity was 88.1%
for PCR-TbD1 as well as PCR-1S6110 and PCR-Rv2807, and 85.7 for
LAMP-1S6110. The agreement respect to the culture was substantial for
PCR-TbD1, while it was weak for the other diagnostic tests. On the other
hand, the agreement between PCR-1S6110 and PCR-Rv2807 was 100%
and between LAMP-1S6110 and PCR-1S6110 / Rv2807 was 94.5%.

LAMP-1S6110 could be used as a preliminary diagnostic tool in low
complexity laboratories while PCR-TbD1 as a method of reference
laboratories.

Finally, by real-time PCR, it was estimated that the excretion of M.
bovis through the milk of the animals analyzed was variable requiring further
optimization of the method for future studies.

Key words: goats, tuberculosis, milk, LAMP, PCR.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. Generalidades

Mycobacterium bovis (M. bovis) es el principal agente causal de la
tuberculosis en animales (TB), enfermedad zoondtica cronica
mundialmente diseminada. La TB representa un serio problema econémico
en el sector pecuario al reducir la eficiencia productiva de los animales y

dificultar la comercializacién de sus productos derivados.

Si bien el bovino constituye el hospedador principal, otros animales
de importancia pecuaria como bufalos, cerdos y cabras también son
susceptibles. Asimismo, el ganado caprino puede desarrollar la
enfermedad por infeccion con Mycobacterium caprae (Aranaz et al., 1999)
e incluso por M. tuberculosis (Cadmus et al., 2009). Sin embargo, en
nuestro pais los casos detectados han sido atribuidos a M. bovis
(Zumarraga et al., 2013; Magnano, 2015). Tanto la coexistencia de caprinos
pastando con bovinos infectados, como la ingestion de leche
bovina/caprina contaminada con M. bovis en la crianza artificial de los
cabritos, constituyen las principales causas de infeccion en cabras de

explotacion tambera.

La produccion caprina en la Argentina, se encuentra regionalizada
en las areas marginales, esta principalmente representada por sistemas
extensivos, y su destino es la produccion principalmente de carne. Sin
embargo, en los ultimos afios, la produccion se ha orientado a un sistema

lechero intensivo, con vias de expandirse, siendo su producto final la
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elaboracion de quesos para consumo interno y exportacion. En el marco
del Plan Nacional de Control y Erradicacion de la Tuberculosis (Res.
128/2012 SENASA), se incorporo la especie caprina con el fin de detectar
la presencia de animales infectados que podrian transformarse en
reservorios y/o diseminadores de la infeccion hacia el ganado vacuno y el

hombre (SENASA, 2012).

La técnica de diagndstico oficial para la deteccion de tuberculosis en
bovinos y caprinos es la intradermorreaccion (IDR) o prueba de la
tuberculina cuya sensibilidad y especificidad en bovinos es de 75 %y 90 %
respectivamente, mientras que en caprinos es de 83,7 % y 100 %
respectivamente (Gutiérrez et al., 1998). Esta se realiza in vivo y evalta la
respuesta inmune celular generada a partir de la aplicacién del antigeno, el
derivado proteico purificado (PPD), que es un conjunto de proteinas
obtenidas por precipitacion acida a partir del cultivo de la cepa de referencia
M. bovis AN5 (SENASA, Resolucion 128/12). Se aplica en el pliegue
anocaudal o en la tabla del cuello. Su aplicacion, lectura e interpretacion es

similar a la de los bovinos (SENASA,! Resolucion 128/12).

1 Resolucién-128-2012-senasa - servicio nacional de sanidad y calidad agroalimentaria
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Figura 1: Intradermorreacciéon en caprinos

https://inta.gob.ar/sites/default/files/folleto_tuberculosis_en_caprinos.

El caprino desarrolla patologias méas severas que el bovino indicando
diferencias en la respuesta inmune frente a la tuberculosis y probablemente

también frente a la IDR (Underwood et al., 2003).

Otra alternativa del diagndstico, que también evalla la respuesta
inmune celular, pero in vitro, es la deteccion de interferon gamma (IFN-y)
previa estimulacion de los linfocitos con PPD. Esta técnica puede ser
utilizada tanto para el diagnéstico de tuberculosis bovina como caprina
(Liébana et al., 1998). Dicha prueba se realiza a fin de aumentar la
sensibilidad en el diagndstico (Rothel et al., 1992; Pollock et al., 2001). En
nuestro pais esta siendo evaluada en bovinos, aunque todavia no se

encuentra aprobada como prueba oficial (Paolicchi et al., 2018).

La infeccidén sub-clinica, la co-infeccion con otros microorganismos

(patdégenos o no) que pueden presentar reactividad cruzada antigénica con
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la tuberculina empleada en la IDR, y la necesidad de deteccién temprana
de la infeccion, requieren implementar técnicas diagnosticas
suficientemente sensibles y altamente especificas, caracteristicas que

reunen los métodos moleculares.

1.2. Diagnéstico molecular

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) reproduce in vitro el
proceso fisiolégico de la replicacion del ADN en las células. La PCR
multiplica “amplifica” exponencialmente una secuencia especifica de ADN,
sintetizando grandes cantidades en un proceso de ciclos térmicos que se
suceden en tres etapas: desnaturalizacion, hibridacién y extension.
Inicialmente se desnaturaliza el ADN a 90°C a 96 °C) quedando las hebras
de la doble cadena separadas, luego la temperatura disminuye de modo
que los primers se hibriden en los extremos 3" de las hebras del ADN.
Finalmente, una polimerasa termoestable, como la Taqg ADN polimerasa
(obtenida de la bacteria termdfila Thermus aquaticus) extiende los extremos
3" de ambos primers incorporando los nucleétidos complementarios a las
hebras de ADN. Una ultima desnaturalizacion pone fin a un ciclo y da
comienzo al siguiente, repitiéendose entre 20 y 40 veces. Al cabo del primer
ciclo se obtienen dos moléculas bicatenarias del fragmento de ADN inicial,
sirviendo cada una de ellas como molde o templado para ser nuevamente
copiadas. De esta manera se produce un aumento exponencial del nimero
de copias de la secuencia especifica (Aoyaki 2001). Dicha reaccion se
realiza en un termociclador, luego los fragmentos amplificados se separan

por electroforesis horizontal en gel de agarosa tefiido con un colorante
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intercalante del ADN como el bromuro de etidio, y la deteccion se realiza a

partir de la exposicion del gel a una fuente de luz ultravioleta.

En nuestro grupo de trabajo, se ha puesto a punto una PCR a partir
de muestras de leche bovina cruda para detectar a los miembros del
complejo M. tuberculosis, mediante la secuencia de insercion 1S6110
(Zumérraga et al., 2012; Zumarraga et al., 2005). Estudios realizados en la
provincia de Santa Fe demostraron la importancia de utilizarla en forma
complementaria a las pruebas de diagnostico oficial. Este método y
estrategia de uso fue incorporada al plan regional de Control y Erradicacion
de la TB de dicha provincia para la vigilancia epidemiologica de tambos
libres de TB (Ministerio de la producciéon, Resolucion 949/12). Asimismo,
dicho método se adaptd recientemente para la deteccion de M. bovis en
leche de cabra (Rocha y col., 2018a), habiéndose identificado al 48% de

los animales con TB confirmada por cultivo (Rochay col., 2018b).

La PCR en tiempo real / cuantitativa (QPCR) es una variante de la
PCR que permite visualizar el curso de la reaccion a medida que se van
formando los productos de amplificacion. Como la formacién de estos es
proporcional a la concentracién del templado en la muestra, es posible su
cuantificacion, siendo esta una de las principales caracteristicas que la
diferencian de la PCR convencional de tiempo final. Por otra parte, como
los productos de amplificacion se detectan a partir de la fluorescencia
emitida, que es captada y registrada en el equipo, no se requiere la
separaciéon de los productos de PCR mediante electroforesis en agarosa,

obteniendo una ventaja adicional ya que se evita la apertura de los tubos,
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constituyendo asi un sistema cerrado en el que se reduce el riesgo de

contaminacion (Kralik y Ricchi; 2017; Espy et al., 2006).

Otro de los métodos moleculares de interés para la deteccion
sensible y especifica de microorganismos patogenos es la amplificacion
isotérmica mediada por bucles (LAMP, del inglés Loop-mediated isothermal
amplification) (Nagamine et al., 2002; Notomi et al., 2000). El proceso de
amplificacion y deteccion se realiza en un paso Unico en el que se someten
los componentes de reaccion a condiciones isotérmicas, requiriéndose de
un equipamiento simple (como un bafio termostatico de agua) a diferencia

de las tecnologias basadas en PCR.

La reaccion de LAMP se caracteriza por su rapidez, alta
especificidad y sencillez. Se utilizan cuatro primers diferentes y una ADN
polimerasa (Bst) con actividad de desplazamiento de cadena. La
amplificacion del ADN se realiza a través de reacciones de elongaciéon
repetitivas que ocurren en las regiones de asa o bucle que se forman en la
estructura original durante la amplificacion por LAMP. El principio de la
reaccion de LAMP se resume en la figura 2 (adaptada de Tomita et al.,
2008). Las regiones blanco de los primers son seis F3, F2, F1, Blc, B2cy
B3 de los extremos 5" del ADN. Las secuencias complementarias son
designadas con la letra “c’, de esta manera la secuencia Flc es
complementaria a la F1. En la reaccion se usan dos primers internos (FIP
y BIP) y dos externos (F3 y B3). FIP y BIP son primers hibridos que tienen
las secuencias Flc-F2 y B1c-B2 respectivamente. La reaccion de LAMP

comienza cuando la secuencia F2 del primer FIP se alinea y se hibrida a

F2c de la cadena de ADN. Como la secuencia F1c del primer no es una
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secuencia complementaria queda suelta y entonces se inicia la elongacion
por accion de la ADN polimerasa Bst que sintetiza una primera cadena. De
la misma manera ocurre la sintesis de ADN con BIP. El primer F3 hibrida a
la regibn F3c de la cadena blanco de ADN y ocurre la sintesis y
desplazamiento de la cadena de ADN. La cadena de ADN extendida a partir
de FIP es reemplazada y liberada. De esta manera la simple cadena
liberada forma un bucle en su extremo 3" (estructura 3) porque contiene
secuencias antisentido. La sintesis de ADN continGa con la simple cadena
de ADN como templado con los primers BIP y B3, de la misma manera que
se describié antes, generando asi la estructura con bucles en ambos
extremos conocida como estructura de mancuerna (estructura 5). A partir
de esta estructura continua la amplificacion ciclica que se inicia a partir del
extremo 3" de la region F1 y la elongacion se inicia con la hibridacién de
FIP a la simple cadena de la region F2c en la estructura de bucle. Luego
de varios pasos se genera la estructura 7 la cual es complementaria a la
estructura 5 y ademas esta estructura es producida a partir de la estructura
8. Las estructuras 9 y 10 son producidas a partir de las estructuras 6 y 8
respectivamente y también se producen mas estructuras de elongacion
(estructuras 11y 12). De esta forma, los primers contintan alineandose con
las regiones complementarias en la fase de amplificacion y las reacciones
de elongacion se repiten secuencialmente por la actividad de
desplazamiento de cadena a una temperatura constante, formando
diferentes estructuras de manera azarosa (Tomita et al., 2008; Li et al.,

2017).
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Figura 2. Principio de la reaccion de LAMP
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A: Regiones blanco y primers. B: Formacion de blucles y estructura tipo
mancuerna. C: Amplificacion ciclica

El método de LAMP fue mejorado mediante la incorporacion de dos
primers mas, los primers de los bucles (loop primer F y loop primer B) que
estan dirigidos a las simples cadenas de la regidon de los bucles. De esta
manera Se generan nuevos sitios para iniciar la sintesis de ADN
aumentando considerablemente la rapidez y rendimiento de la reaccién

(Negamine et al., 2002).
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Figura 3. Esquema de la reaccion de LAMP con la incorporacion
de los primers de los bucles

n.‘"l( Bl
'’ “pie 12

’\
¢
Fl¢

o~ ¥ Ble B¢
=

- B2
F2 Fl¢ BI
Bl¢
- _/_ ’\;
b § h—— A1
23 .
N 20
@7

Se representa la amplificacién a partir de la estructura de mancuerna con
la incorporacion de los primers de bucle (loop primer F y loop primer B)
que estan dirigidos a las simples cadenas de la regién de los bucles.

La deteccién del producto amplificado puede realizarse visualmente
por métodos colorimétricos. Existen distintos estudios en los que se han
referido a LAMP como una alternativa promisoria para la identificacion
rapida y especifica de patdgenos que afectan a humanos y animales
(Barkway et al., 2011; Dukes et al., 2006; Savan et al,. 2004, Sirichaisinthop
etal., 2011; Wang et al., 2012; Meng et al., 2013; Zhang 2013). Por lo tanto,
LAMP puede constituir una opcién ventajosa y accesible para laboratorios
de baja complejidad. En el grupo de trabajo se ha puesto a punto esta
técnica para la deteccion de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis,

Brucella spp. (Trangoni et al., 2015) y M. bovis (Zumarraga y Cataldi, 2010).
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1.3. Breve descripcion de la patogénesis de la enfermedad

La infeccion es un proceso complejo que ocurre en distintas etapas
y es el resultado de la interaccion entre la micobacteria y el hospedador. La
principal defensa del pulmon es el macréfago alveolar, ya que cuando son

activados por los linfocitos T (LT) y otros efectores pueden matar al bacilo.

La interaccion inicial entre la micobacteria y el macrofago provoca
una respuesta inmune mediada por LT colaboradores CD4+ y citotoxicos
CD8+ (Salyers y Whitt, 1994). La subpoblacion de los LT CD4+ (Thl), al
liberar INF-y estimulan la activacion de los macrofagos y la union de las
células endoteliales con los LT, que migran desde el torrente sanguineo
hacia el area afectada. Los LT CD8+, destruyen a los fagocitos infectados
gue no pudieron detener el crecimiento de los bacilos, para luego ser
ingeridos y matados por los macréfagos activados. En esta etapa de la
infeccion, fase de latencia, el bacilo persiste dentro del hospedador

relativamente inactivo, y puede llegar a reactivarse.

Cuando la infeccibn no puede ser resuelta, nuevas células T,
polimorfonucleares y macrofagos, se acumulan en torno de los sitios donde
se desarrolla el bacilo. Los macréfagos se unen y forman células gigantes
multinucleadas, rodeadas de una capa de macréfagos y LT, formando el
granuloma. El crecimiento de la lesion es limitado con una cubierta de
fibrina que puede calcificarse. Cuando los fagocitos no pueden matar a los
bacilos, se provoca mas dafio tisular, y en las areas donde los bacilos

contintan en crecimiento ocurre la necrosis caseosa que puede licuificarse.
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En la lesion caseosa los bacilos se hallan contenidos, pero en la
licuificada pueden alcanzar otras partes del cuerpo, constituyendo asi la
forma diseminada de la enfermedad. Esta es la etapa mas contagiosa por
la facilidad de eliminar bacilos a través de la expectoracion. Aunque el
sistema inmune pudiera contener la infeccion, como en el granuloma puede
haber bacilos en estado de latencia, ante una situacién de inmunosupresion
pueden desarrollarse nuevamente y ocasionar un nuevo episodio de
enfermedad, con los mismos sintomas y tan contagiosa como la

tuberculosis primaria (Salyers y Whitt, 1994).

Por otra parte, hay que considerar que distintas cepas de M. bovis
tienen diferente grado de patogenicidad, por la evaluacion de la patologia
y la respuesta inmune en modelo murino (Aguilar Ledn et al., 2009). La
sobrevida de los ratones infectados con una cepa de M. bovis aislada de
un jabali de la provincia de La Pampa, fue notoriamente menor respecto a

otras cepas de campo y de la de la cepa de referencia M. bovis ANS.
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Figura 4: Lesiones tuberculosas en cabras

A y B: ganglios mediastinicos C: ganglio mesentérico D y E:
tejido Pulmonar (Pulmoén). Fotos cedidas gentilmente por la Dra.
Analia Macias y el Dr. Gabriel Magnano de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto, Cérdoba.

1.4. Clasificacion
El género Mycobacterium estd conformado por 188 especies que
incluyen tanto a los principales patégenos animales y humanos como otras

numerosas especies saprofitas (Gupta et al., 2018).

La taxonomia de las micobacterias recientemente ha sido revisada
y cambiada. Se describen 5 grupos monofiléticos diferentes:
Mycobacterium “Tuberculosis-Simiae”, el cual incluye a todos los
patégenos de importancia clinica, Mycolicibacterium gen. nov., “Fortuitum-
Vaccae,” Mycolicibacter gen. nov., “Terrae,” Mycolicibacillus gen. nov.
“Triviale” y Mycobacteroides gen. nov. “Abscessus-Chelonae” (Gupta et al.,

2018).
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Sin embargo, debido a que todavia no existe un consenso
generalizado y coexisten las dos clasificaciones, por simplicidad, en este

trabajo se adopt6 la taxonomia tradicional.

M. bovis es miembro del complejo Mycobacterium tuberculosis
(CMT), el cual incluye a las especies de micobacterias que causan
tuberculosis en mamiferos M. tuberculosis, M. africanum, M. microti, M.
caprae, M. mungi, M. orygis, M pinnipedii y también M. bovis BCG (van
Ingen et al., 2012). Las micobacterias no incluidas en el CMT se denominan

no tuberculosas (MNT).

M. bovis es el principal agente causal de la tuberculosis en bovinos.
Se encuentra diseminado a nivel mundial con un amplio rango de
hospedadores incluyendo a otras especies de importancia pecuaria como
caprinos, ovinos, suinos, bubalinos, camélidos y ademéas animales
silvestres y de compafiia. El hombre no es la excepcion, dado que también
puede infectarse con M. bovis constituyendo una zoonosis de impacto a

nivel de Salud Publica.

1.5. Caracteristicas del bacilo

El género Mycobacterium esta compuesto por bacilos que carecen
de flagelos, capsula y no producen esporas. Incluye especies saprdfitas,
patdgenas oportunistas y primarias, que causan enfermedades descriptas
desde la antigiiedad como la tuberculosis y la lepra. En medios de cultivos,
algunas crecen en menos de siete dias (crecimiento rapido), otras
requieren de tres a cinco semanas (crecimiento lento) como M. bovis y M.

tuberculosis, mientras que otras no son cultivables in vitro como M. leprae.
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En general, las micobacterias son aerdbicas, excepto M. bovis que es
microaerdfila. La temperatura de crecimiento Ooptimo es de 37°C en
especies patdégenas. Por otra parte, los medios de cultivos tienen una
composicién particular y requiriéndose de suplementos para lograr su

aislamiento y favorecer su desarrollo.

El genoma micobacteriano tiene una composicion de guanina y
citosina que oscila entre 62 y 70% (Garnier et al., 2003). Las micobacterias
tienen una pared celular gruesa, hidrofobica, que le brinda rigidez y forma
a la bacteria, constituida mayoritariamente por arabinogalactanos y acidos
micdlicos que le confieren resistencia a desinfectantes y a mdultiples
antimicrobianos. La capa externa contiene trehalosa 6,6-dimicolato (“factor
cuerda”) y mucésidos. Su caracteristica de resistencia a la decoloracion con
alcohol-acido permite su visualizacién microscopica con la tincion de Ziehl-
Neelsen (Figura 5 B), denominandolos bacilos &cido alcohol resistentes

(BAAR).

Figura 5: Cultivo de M. bovis y tincién Ziehl-Neelsen

A: Cultivo in vitro en medio sélido en el que se observan las colonias aisladas de aspecto
grumoso con bordes irregulares B: Tincion de Ziehl-Neelsen realizada a partir de un cultivo
de M. bovis en medio solido donde se observan los bacilos (gentileza de la Dra. Soledad
Barandarian de la Universidad de Buenos Aires) C: Cultivo en medio Léwenstein-Jensen
(LJ) en el que se observa el desarrollo de colonias de aspecto grumoso con bordes
irregulares.
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Para el aislamiento y desarrollo in vitro de M. bovis, los medios de
cultivo utilizados habitualmente en el laboratorio son los medios solidos
Stonebrink (a base de huevo) y Middlebrook 7H10 (sintético) (Difco 262710)
y el medio liquido Middlebrook 7H9 (sintético) (Difco 271310), ambos
suplementados con piruvato de sodio como fuente de carbono. Asimismo,
se favorece el desarrollo con la incorporacion de acido oleico, albumina,
dextrosa y catalasa (OADC). El crecimiento se evidencia por su morfologia
caracteristica, con colonias de color cremay de facil desprendimiento en el
medio soélido, ademas de su crecimiento radial caracteristico (Figuras5 Ay
C). Dado el extenso tiempo requerido para el desarrollo de colonias, es
necesario hacer un tratamiento previo de descontaminacion para el
aislamiento primario a partir de material clinico con el fin de eliminar la flora
sapréfita concomitante a excepcion de los fluidos estériles como el liquido
cefalorraquideo. Uno de los mas empleados es el método de Petroff, que
consiste en un tratamiento alcalino con hidroxido de sodio (4%) y posterior
neutralizacion con acido sulfurico. Este procedimiento tiene la desventaja
de afectar la viabilidad de las micobacterias presentes en las muestras

clinicas, siendo critico en las muestras pausibacilares.

1.6. Vias de transmisioén

La principal via de transmisiéon de M. bovis es la aer6gena. Esta
ocurre a partir de la expectoracion o espiracion de un animal enfermo. Los
bacilos permanecen en suspension, y al ser inhalados por otro hospedador
susceptible alcanzan los pulmones. Es alli donde luego de lograr la
infeccion de los macrofagos alveolares pueden dar comienzo a una nueva
infeccion. El contagio mediante esta via se ve favorecido por el estrecho
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contacto diario durante periodos de tiempo prolongados, situacion que
sucede principalmente en sistemas de produccion intensiva, como los
bovinos en los feedlots, los tambos, durante el encierro en las salas de
ordefie; en los comederos o incluso en corrales tanto de bovinos como de
caprinos. En los sistemas de cria extensiva caprina, que son los que
abundan en nuestro pais, el encierre de los animales durante la noche en
corrales para prevenir el acecho de predadores, también facilita la
transmision por via aerdgena (Menzies y Neill, 2000). Asimismo, los
animales silvestres no solo pueden adquirir la infeccion por esta via, sino
gue también pueden diseminarla, aunque es menos frecuente (Palmer
2013; Abdala et al., 2015; Renwick et al., 2007). La importancia de la fauna
silvestre en la transmisién de la tuberculosis depende de cada situacion

epidemioldgica particular de la enfermedad (Abdala et al., 2015).

Otra via de infeccion menos frecuente es la digestiva, como ocurre
en animales de corta edad por el suministro de leche, calostro o suero
proveniente de madres infectadas que eliminan el bacilo por leche. Esta via
también requiere su consideracion en el caso de los animales de companiia
como los perros y los gatos, a partir de la ingesta de visceras crudas
contaminadas (principalmente pulmon bovino “bofe”, higado, etc.,) (Marfil
et al., 2018) o de leche cruda sin pasteurizar; (Zumarraga et al., 2009);
Barandiaran et al., 2017). A su vez, estos podrian transmitirlo al hombre por
via aerogena. Este escenario representa un factor de riesgo para el ser
humano en el que la transmisidn zoondtica afecta principalmente a los
trabajadores relacionados con la actividad pecuaria en distintos ambitos

(mataderos, frigorificos y tambos (Thoen et al.,, 2009). Asimismo, se
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demostré que la infeccion por M. bovis puede transmitirse entre humanos

por via respiratoria (Etchechoury et al., 2010; Blazquez et al., 1997).

Figura 6: Esquema de las vias de transmisién de la
tuberculosis bovina
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1.7. Impacto de la tuberculosis animal en el sector pecuario

A nivel productivo, la TB animal representa un problema econémico
serio en el sector pecuario tanto por la disminucion de la eficiencia
productiva de los animales infectados, como por las restricciones al
comercio nacional e internacional de los productos carnicos, lecheros y
derivados. Ademas, por tratarse de una zoonosis, hay que considerar los

costos asociados a Salud Publica.

Un estudio reciente, revel6 una reduccion en la produccion de leche
de vacas reaccionantes a la tuberculina de aproximadamente 6%

(Magnano et al., 2016). Por otra parte, segun la ultima informacién
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proporcionada por SENASA, en el afio 2016 se decomisaron, por presencia
de lesiones compatibles con tuberculosis en playa de faena, el 0,3% de los
bovinos enviados a frigorifico, representando un total de 35.000 bovinos

(SENASA 2016).

La resolucion SENASA 128/2012 destaca la obligatoriedad del
ingreso al Plan Nacional de Control y Erradicacion de la Tuberculosis
Bovina para todos los establecimientos lecheros bovinos y caprinos, las
cabafias de bovinos y caprinos (carne y leche), y los establecimientos y
cabafias de ovinos de leche. En el caso de los cerdos, considerados
reservorios intermedios de la infeccion, también fue aprobada la
certificacion de Predios Libres de Tuberculosis Porcina segun la resolucion

145/09.

1.8. Epidemiologia de la tuberculosis caprina

El origen de la raza caprina en el mundo data de tiempos remotos,
habiendo subsistido hasta la actualidad debido a la gran versatilidad que
presenta ya que se adapta a condiciones ambientales adversas. Puede ser
utilizada como alimento, proveedora de leche o bien utilizar su piel o pelo
dando origen a lanas de alta calidad. Si bien el ganado caprino puede
infectarse con M. bovis, M. caprae (Aranaz et al., 1999) o incluso M.
tuberculosis (Cadmus et al., 2009), y desarrollar la enfermedad, los casos

de tuberculosis detectados en nuestro pais han sido por M. bovis.

La coexistencia de caprinos pastando con bovinos infectados, o bien

la ingestion de leche bovina contaminada con M. bovis en la crianza artificial
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de los cabritos constituyen las principales causas de infeccion en cabras de

explotacion tambera.

En un contexto global, se ha reportado tuberculosis en cabras en
diferentes regiones, las cuales coinciden con la distribucion mundial de M.
bovis. Estd presente en los cinco continentes, en zonas con una alta
endemia como ocurre en la peninsula Ibérica y diferentes paises de
Ameérica, Asia, Africa y Oceania (Javed et al., 2007; Rodriguez et al.,2011
Alvarez et al., 2008). En Etiopia se detectaron 18 casos de cabras con M.
bovis luego de analizar 1.500 animales (Hiko y Agga 2011). En una granja
del norte de Italia, donde convivian bovinos y cabras también se detectaron
casos de tuberculosis por M. bovis (Crawshaw et al., 2008). Otro pais
también con antecedentes de M. bovis en el continente africano es Nigeria
(Cadmus et al., 2009). En Australia y Nueva Zelanda se han confirmado
casos de tuberculosis tanto en cabras domésticas como en salvajes
(Cousins et al., 1993). En nuestro continente, en Brasil, en el estado de
Paraiba, se identific6 M bovis a partir de caprinos faenados en frigorifico
(Higino et al., 2011). Asimismo, se tipificaron por “Spoligotyping” vy
compararon siete aislamientos de M. bovis obtenidos de cabras del sudeste
de Brasil (Zumarraga et al., 2008). Los espoligotipos detectados fueron
comunes a los de los bovinos de ese pais, pero diferentes a los de
Argentina. Cuatro aislamientos de Minas Gerais mostraron el mismo
espoligotipo, dos de cabras y uno de una vaca de la misma granja donde
ocurrié un brote de tuberculosis en cabras alimentadas con leche de vacas
tuberculosas, mientras que el cuarto se aislo de otra cabra de un brote en

un establecimiento vecino a la propiedad relacionada
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epidemioloégicamente. Los otros cuatro aislamientos estudiados eran
provenientes de cabras con sintomas respiratorios, tos y caquexia, de una
misma region de San Pablo en cuya necropsia se encontraron lesiones
sugerentes de tuberculosis que se confirmaron por cultivo. En este trabajo
se visualiza la importancia de la tuberculosis caprina en la salud publica
veterinaria y de los bovinos como fuente de infeccion de las cabras
(Zumarraga et al., 2008). Ademas de Brasil, en Argentina, Chile y
Venezuela también se obtuvieron espoligotipos de aislamientos de M. bovis
de cabras que fueron comunes a los detectados en bovinos (Zumarraga et

al., 2013).

En Argentina, la especie caprina data desde la época de la
colonizacion, siendo los espafioles los que la introdujeron durante la
conquista, principalmente para la produccion de carne y leche siendo su
producto final la elaboracion de quesos (semiduros, cremosos, feta y
quesillos) para consumo interno y exportacion; ademas de dulce de leche
y leche en polvo. Asi, la produccién lechera se centra en las provincias de

Jujuy, Salta, La Rioja, Cérdoba, Santiago del Estero, Tucuman

30



Figura 7: Distribucion y existencias caprinas en la Republica
Argentina

Grafico 1: Distribucién Caprina

e

P
A N

Grafico 2: Existencias

) \
B - 18%
‘ { animales
“ 4
A L2 ad
N s NOA = NEA CUYO = PAMPEANO = PATAGONIA
Fuente: Direccion de Gestion y Programas Fuente: Sygsa-Senasa-2016

especiales —Direccion  Nacional  animal
informacién Segun SYGSA 31/3/17

Si bien la infeccion por M. bovis en bovinos es mas frecuente que en
el ganado caprino, existen estudios que demuestran que la misma esta
presente en determinadas regiones del pais. En Argentina, en un estudio
realizado por Tribulo y col. (2002) en el norte de la provincia de Cérdoba se
detectaron 2,6 % de animales con IDR reaccionante de un total de 9.541.
Sin embargo, los caprinos con IDR reaccionante estuvieron distribuidos en
41 de los 107 campos examinados. Asi, Garbaccio y col., (2008) reportaron
en Tucuman en ese mismo afio una prevalencia de 0,67% (3/449) de
reactores positivos a la IDR (Garbaccio et al., 2008). En otro trabajo
realizado en hatos de cabras lecheras de la localidad de Suipacha, Buenos
Aires, se detecto el 1,58 % de animales positivos a la IDR (Herrera 1997).
En la provincia de Santiago del Estero, de un total de 1.550 cabras de 14
establecimientos, se encontraron 7,3% de reacciones IDR sospechosas y

ningun animal positivo (Underwood et al., 2003). Asimismo, en la localidad
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de Jachal, provincia de San Juan, en un estudio realizado por la
Universidad Nacional de La Plata, de 115 caprinos adultos, solamente 10
hembras fueron positivas (8,70%) arrojando un resultado a la medicidon
superior a los 5 mm (La Malfa et al, 2014). Posteriormente, en el afio 2015
se demostré la existencia de hallazgos patologicos en 51 cabras
provenientes de 8 hatos de pequefios productores de la region de Cuyo,

gue habian resultado positivos a la prueba tuberculinica (Magnano, 2015).

A pesar de los distintos antecedentes descriptos de la infeccién en
ganado caprino local se estima que los datos estan subestimados debido a
que, la faena es principalmente en cabritos (2 a 3 meses), los cuales
probablemente no presentan lesiones, ya que la TB es una enfermedad de
curso croénico; y a que la faena informal se practica en muchas regiones del
pais en donde la produccién se realiza en el &mbito familiar (Magnano et

al. 2012; Magnano 2015).

1.9. Leche caprina

La leche, fuente de alimento para muchas culturas, puede servir
como via de excreta de distintos microorganismos patdgenos. La
fabricacion casera de productos lacteos y quesos, especialmente los que
se componen de leche sin tratamiento térmico, plantea un grave riesgo para
la Salud Publica. Microorganismos del género Mycobacterium, tales como
M. bovis, son capaces de sobrevivir en la leche y en otros productos
lacteos. Cabe mencionar que, a diferencia de los quesos de pasta blanda,
en los de pasta dura el bacilo es inactivado por el proceso de maduracion.

Esta bacteria también puede ser encontrada en la forma de bacilos viables
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en quesos cremas y yogures producidos a partir de leche cruda durante
mas de 14 dias y en mantequilla por mas de 100 dias (De la Rua-Domenech

2006).

Debido a la potencialidad de sus beneficios, la leche caprina se
presenta hoy como una opcién saludable, a pesar de su mayor costo para
la venta. La composicion lactea caprina varia ampliamente de acuerdo con
un gran numero de factores como son la raza, la localidad, el periodo de

lactancia, la estacion del afio, la alimentacion, etc.

El cédigo alimentario argentino Capitulo VIII, en su articulo 556 tris
(Resolucion Conjunta SPR el N°252/2014 y SAGyYP N° 218/2014) establece
gue las leches de cualquier especie que respondan a lo establecido en los
articulos 554 y 555 segun corresponda, que no hayan sido consideradas
no aptas por aplicacion del articulo 556, y que hayan sido sometidas o no
a filtracion simple y/o enfriamiento y/o calentamiento a una temperatura no
superior a 40°C o tratamiento de efecto equivalente, deberan responder a
los siguientes pardmetros de calidad higiénica segun corresponda (tablal).
El recuento de bacterias totales en leche de cabra a 30°C debera cumplir
con las siguientes condiciones: el valor correspondiente a la media
geométrica de los resultados de las muestras analizadas durante un
periodo de dos meses, con al menos dos muestras al mes, de la leche
cruda en el momento de la recepcion en el establecimiento de tratamiento
térmico y/o transformacion, no debera superar el limite maximo consignado
(tabla 1). El recuento de células somaticas tampoco debe superar el limite

maximo consignado (tablal).
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Tabla 1: Parametros de calidad higiénica en leche de cabra

1 (un) afio a partir de la
fecha de publicacion
Recuento total de 1.000.000 en eF: B.O
bacterias ISO 4833:2003
(UFClcm®) a Microscopia _ :
30°C 3 (tres) afos, a partir
500.000 de la fecha de
publicacion en el B.O
1 (un) afio a partir de la
. . ; . fecha de publicacion
Contenido de 2.000.000 Citometria de flujo con en el B.O
células somaéticas contador electronico de
(por cm?) células somaticas sobre la | 3 (tres) afios, a partir
base del ADN de la fecha de
1.500.000 publicacion en el B.O

Descripcién de los parametros higiénico sanitarios en leche de cabra adaptado del Céodigo
alimentario argentino - leche — modificacion Resolucion Conjunta (SPRel - SAGyP)
252/2014 y 218/2014.

En todos los casos,1) las muestras correspondientes deberan ser
tomadas de cisterna de camion proveniente de tambo, en condiciones de
asepsia y en plataforma de recibo del establecimiento de tratamiento
térmico y/o transformacion. 2) Las empresas deberan llevar los registros de
todos los datos individuales que dieron origen a las medias geométricas. 3)

Los registros deberan conservarse por lo menos durante un afo.

Cada uno de los items nombrados contribuye a un producto bien

elaborado y en aptas condiciones para poder salir al mercado.
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1.10. La leche de cabra en alimentacion humana

La leche de cabra constituye una alternativa a la leche de vaca muy
beneficiosa en ciertos aspectos de la alimentacion humana, sobre todo en
los nifios. Su composicion puede tener variaciones significativas en alguno

de los componentes debidos a la raza y la alimentacion.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que la «salud
humana se liga directamente a la salud animal y a la produccién». Asi, el

bienestar del animal es fundamental para su posterior consumo.

El desarrollo de la produccion caprina en la Argentina esta
principalmente en manos de pequefios productores de escasos recursos y
bajo nivel sociocultural, constituyéndose en una de las principales
actividades para el sustento familiar. Santiago del Estero posee la mayor
cantidad de caprinos del NOA. Se trata de la primera experiencia nacional
donde se desarroll6 una cuenca lechera apuntando a la produccion

industrial de quesos de cabra.

En Argentina, el principal destino de la produccion caprina es el
consumo de su carne. Sin embargo, en los ultimos tiempos la produccion
lactea cobro relevancia en la Regidén del NOA. Si bien es una produccion
relativamente baja, el volumen obtenido se destina a elaborar quesos de

tipo artesanal y para autoconsumo.

Principalmente, las provincias de Jujuy y Salta notaron una mayor
demanda de quesos debido a que integran la “Ruta del queso’,
emprendimiento turistico que concentra a mas de 80 productores desde el

afio 2008. En su trayecto se pueden encontrar quesos elaborados con

35



leche entera pasteurizada de cabra de forma artesanal, industrial o de

manera mas tecnificada.

En ciertas regiones del pais el consumo de leche caprina es habitual,
pero en las grandes ciudades recién esta siendo aceptada, principalmente
como alternativa frente a la leche de vaca, ante los cuadros de alergias

generadas por esta ultima.

En lo atinente a su composicion quimica, distintas investigaciones
atribuyen a la leche de cabra un contenido lipidico mayor al de la bovina,

siendo de 4,49 % y 3,6g % promedio respectivamente.

La leche caprina es, efectivamente, superior a la bovina, aunque la
diferencia no sea tan marcada. La grasa lactea caprina aporta mayor
cantidad de acidos grasos de cadena corta y media que la vacuna, lo cual
hace que resulten mas faciles de asimilar por nuestro organismo y posean
mejor digestibilidad debido a que los glébulos grasos son mas pequefios.
Con respecto al perfil lipidico, la presencia de acidos grasos insaturados en
este tipo de leches, contribuye a disminuir el colesterol en sangre y ademas
se destaca el aporte de acidos grasos esenciales, nutrientes que nuestro

organismo no puede sintetizar.

Por otra parte, el contenido proteico es mayor al de la leche bovina,
0,56 g/100 mL y 0,42 g/100 mL de leche respectivamente. Ademas, al igual
gue la bovina, aporta 18 de los 20 aminoacidos esenciales y presentan una
alta biodisponibilidad. Con respecto a las reacciones alérgicas, estas son
atribuidas a la presencia de fracciones proteicas -S1 caseinas, -

lactoalbumina y caseina en la leche de vaca. En caprinos estas fracciones
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presentan variantes que las hacen tolerables y faciles de digerir. En cuanto
al aporte de minerales y vitaminas se sefala que la leche de cabra es fuente

de calcio, fosforo y vitamina A (en su forma activa).

Suele creerse que los quesos de cabra huelen a animal porque
estuvieron en contacto con los animales, pero se trata de un concepto
erréneo. El aroma de debe a la presencia de acidos grasos volatiles
(caprico, caprilico y caproico) que se producen durante el proceso de

maduraciéon (Chacon, 2005).

En resumen, la leche caprina es una alternativa alimentaria que

posee valores nutricionales y funcionales adecuados para nuestra salud.

1.11. El manejo de los hatos caprinos

Para el ganado caprino, el espacio que se destina en el corral a un
animal depende de su posicion social en el interior del rebafio, y esta
caracterizado por ser la distancia minima que se establece entre el animal

y los demas miembros del grupo.

Las cabras son muy sensibles a los climas extremos debiendo
tomarse cuidados para minimizar sus efectos. Son importantes el frio y la
lluvia en animales en pastoreo, y son particularmente sensibles los
animales con condicidon corporal baja, por lo que es recomendable
brindarles un lugar de resguardo natural o artificial. Los corrales se instalan
en lugares altos y bien drenados, orientados de acuerdo con la prevalencia
de vientos y la direccion del sol. En climas frios, se procura la mayor
incidencia del sol, mientras que en climas tropicales se procura un corral

ventilado y fresco. Los corrales se construyen en una zona no anegable, ya
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que los caprinos son particularmente sensibles a la humedad, la que les
provoca importantes problemas podales. Esto se debe a que son animales
originarios de zonas aridas y montafiosas, por lo que no se adaptan
facilmente a la humedad. La pendiente a utilizar es por lo general mayor al
5% para lograr que el agua se escurra rapidamente después de las lluvias
y asi evitar los problemas que la humedad acarrea en el correcto manejo

del rebafo (Gioffredo 2011).

1.12. Sistemas de produccion caprina

Sistema extensivo: Se encuentran en los terrenos menos
productivos, no aptos para actividades agricolas ni forestales y
generalmente no disponen de otras fuentes de alimentacién por lo que
emplean grandes extensiones de terreno. La tecnificacion es escasa o nula
y es comun encontrar sobrepastoreo. Estos sistemas componen la mayor
parte del inventario y la produccién nacional. Los sistemas orientados a
producir carne en las zonas éaridas, semiaridas y el trépico seco son

principalmente de este tipo.

Sistemas semi-intensivo: Se localizan en regiones con mayor
productividad, en donde se combina el pastoreo y ramoneo en parte del
afo, con el aprovechamiento de residuos de cosecha y de la vegetacion de

areas marginales.

Sistemas intensivos: Emplean mucho capital y poco terreno, con
una administracién eficiente y alta tecnificacion. Es comun que estén bien

integrados en la transformacion de sus productos, teniendo generalmente
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tamafos de rebafios que exceden el minimo para mantener los gastos
familiares basicos. Se ubican en regiones cercanas tanto a sus fuentes de
insumos como a sus mercados. Aunque constituyen una minoria, como por

ejemplo en el norte y centro de nuestro pais.

Habiéndose descripto las limitaciones asociadas al diagnostico de la
tuberculosis en caprinos y la necesidad de contar con técnicas
complementarias que faciliten e incrementen la sensibilidad y especificidad
para la deteccion de los caprinos infectados, en el presente trabajo se
comparé LAMP con PCR de punto de final y ademas se estimé la excrecién

de M. bovis por leche.
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Hipotesis y Objetivos
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CAPITULO I
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Es posible amplificar regiones de ADN gendmico del complejo
Mycobacterium tuberculosis en muestras de leche caprina para la
identificacion rapida de animales con tuberculosis mediante métodos

moleculares.

2.2. Objetivo general
Implementar y adecuar herramientas de biologia molecular para detectar
M. bovis en leche de ganado caprino, para brindar alternativas diagndsticas
y estrategias complementarias a las utilizadas en el Plan Nacional de

Control y Erradicacion de la Tuberculosis bovina de la Republica Argentina.

3.3. Objetivos especificos

1-Adaptar y evaluar un método de amplificacion isotérmica (LAMP)

para detectar M. bovis en leche cruda caprina.

2-Determinar la sensibilidad y especificidad analitica de LAMP-

1S6110.

3-Comparar la sensibilidad y especificidad analitica de LAMP-

IS6110 frente a PCR de tiempo final utilizando distintas secuencias blanco.
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4-Estimar la sensibilidad, especificidad y concordancia de los
métodos moleculares evaluados para la deteccibn de animales con

tuberculosis.

5-Estimar la excrecion de M. bovis por leche mediante PCR en

tiempo real.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1. Infraestructura del IABIMO. Sectores destinados a tareas
especificas.

La manipulacion de cepas y muestras clinicas se realizd en un
laboratorio confinado de seguridad bioldgica en una cabina de bioseguridad
Clase Il tipo A2, contando con todos los elementos de proteccion personal
(respiradores, guantes, delantal, gafas), de acuerdo con las normas y
disposiciones del IABIMO.

Las reacciones de amplificacion de &cidos nucleicos se realizaron en
un laboratorio exclusivo para este tipo de practica y de acceso restringido.
La vestimenta para el ingreso consiste en la utilizacion de delantal,
cubrezapatos descartables y guantes. Todos los elementos de este
laboratorio son de uso exclusivo del mismo (micropipetas, centrifuga,
freezers, gradillas, recipientes para hielo, etc.) evitandose el intercambio de
material e insumos con otros sectores. Asimismo, cuenta con luz UV con
temporizador que se utiliza al iniciar y al culminar la operacion, para reducir
la posibilidad de contaminaciones por la existencia fortuita de ADN
correspondiente al microorganismo en estudio. La incorporacion del
templado a la mezcla de reaccion para PCR se realizé en otro sector,
subsuelo del edificio, con otra pipeta utilizando puntas (tips) con filtro. Los
termocicladores se ubican en otro sector del IABIMO de uso comun por los
distintos grupos de trabajo. Los productos de amplificacion de las
reacciones de PCR de punto final se sometieron a electroforesis horizontal

en gel de agarosa en otro cuarto destinado a tal fin.
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3.2. Disposicion de los residuos

De acuerdo a las normativas del CICVyA-IABIMO, los residuos
patogénicos generados se colectaron en bolsa de autoclave, se sometieron
a tratamiento térmico por vapor en autoclave y luego se dispusieron en
bolsa roja. El caso de residuos especiales de descartaron en bolsa amarilla.
Ambos tipos de residuos son retirados por una empresa contratada para tal
fin.

3.3. Muestras

3.3.1. Cepas de coleccion

Para la puesta a punto inicial de los distintos métodos y estrategias
de amplificacién, por razones de bioseguridad, se trabajé con la cepa
vacunal M. bovis BCG (Bacilo Calmette Guérin). Esta es una cepa
atenuada que se obtuvo por pasajes sucesivos en medio a base de papay
bilis, no produce enfermedad y es empleada para vacunar a seres humanos
contra la tuberculosis. Sin embargo, tiene las mismas caracteristicas
generales de un aislamiento de M. bovis salvaje utilizandosela como cepa
modelo porque no requiere ser manipulada en condiciones de bioseguridad
Il

Para la evaluacion de la especificidad de las reacciones de
amplificacion se utilizaron otras especies de micobacterias no tuberculosas
(Mycobacterium smegmatis, M. phlei, M. fortuitum, M. gordonae, M.
intracellulare, M. porcinum, M. avium subsp. avium, M. avium subsp.

paratuberculosis) y también de Nocardia spp, como género
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filogenéticamente relacionado ya que pertenece al orden de los

Actinomicetales al igual que las micobacterias.

3.3.2. Muestras clinicas de leche caprina

Para evaluar los distintos métodos se utilizaron 32 muestras de leche
caprina provenientes de animales libres de tuberculosis de majadas con
historial de libres TBB y que previamente fueron sometidos a la prueba de
IDR (técnica oficial del SENASA para el diagnostico de la TBB) con
resultado negativo. Estas muestras fueron obtenidas de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la UNLZ y de un tambo caprino modelo de la localidad
de Uribelarrea, provincia de Buenos Aires. Por otra parte, se procesaron 24
muestras de leche de animales con diagndstico de tuberculosis
determinado por IDR y cultivo de lesiones tuberculosas detectadas en los
organos durante la inspeccibn macroscépica de la necropsia
(Rocha.2018b; Magnano,2015). De esos animales también se realiz
cultivo de hisopado nasal y de leche. Asimismo, los aislamientos fueron
confirmados como M. bovis por la técnica de hibridacion reversa de
"Spoligotyping" (Kamerbeek et al., 1997). Estos animales eran provenientes
de distintos hatos de la regién de Cuyo (Magnano, 2015).

Para la preparacion de las cepas para contaminar la leche, se cultivo
M. bovis BCG en una placa de medio solido Middlebrook 7H10 (Difco, USA)
suplementada con albumina 5%, dextrosa 4%, AD, en la cual se observaron
colonias aisladas (figura 8). Se confirmdé previamente la identidad de la
cepa de coleccion por la técnica de hibridacién reversa de "Spoligotyping"

(espoligotipo SB0120; www.mbovis.org) (Kamerbeek et al.,, 1997) y
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amplificacion de los genes esxA y esxB (Encinas et al., 2018), ausentes en

M. bovis BCG y presentes en M. bovis (anexo).

Se pic6 una de las colonias aisladas de M. bovis BCG en 40 mL de
medio liquido Middlebrook 7H9 (Difco, USA) suplementado con 0,5%
piruvato de sodio, 0,4% tween 20 y 10% de la mezcla ADC. El cultivo se
incubd durante 20 dias en agitacion (200 rpm) a 37 °C. El crecimiento se
monitored por espectrofotometria a una longitud de onda de 600nm, hasta
alcanzar una densidad Ooptica (DO) de 0,45 correspondiente a
1x108UFC/mL, segun estimacion descripta por (Wards y col., 1995).
Seguidamente, se alicuoté en fracciones de 1mL, se centrifugd a 4.000
RPM durante 10 min, se descarté el sobrenadante y el pellet se lavo con
PBS 1x suspendiéndolo y centrifugandolo a 4.000 rpm durante 10 min
nuevamente. Luego el pellet obtenido fue guardado a -20°C hasta su
utilizacion. Con una de las alicuotas obtenidas, se contaminé leche cruda
de cabra con 6 x 10’ UFC de M. bovis BCG y se realizaron diluciones

seriadas 1/10 en leche.

Figura 8. Esquema del proceso de diluciones seriadas
1/10

Dilucién 10-4 10-* 10-¢ 107

Contaminacion artificial leche cruda caprina, diluciones seriadas 1/10 en leche.
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A partir de cada una de las diluciones se extrajo el ADN total utilizando
el protocolo descripto para leche de vaca basado en la lisis enzimatica con
lisozima y proteinasa K seguido de la extraccién con solventes organicos
fenol/cloroformo/alcohol-isoamilico (Zumarraga et al., 2005). Este protocolo
fue previamente evaluado con éxito utilizando como matriz leche de cabra

(Rocha et al., 2018) y se detalla en la seccidn de anexos.

3.4. Extraccion de ADN
3.4.1. Extraccion de ADN a partir de M. bovis BCG.
Se realizé la extraccion de ADN segun el protocolo de (van Embden y

col., 1992) (anexo).

3.4.2. Extraccion de ADN a partir de micobacterias no
tuberculosas y Nocardia sp.

Se realizé por lisis por calor. Se colocé una ansada de bacterias en
200 uL de agua apirdgena estéril, se calentd a 95°C durante 40 min, y luego
se centrifug6 a 12.000 RPM durante 5 min. Para la PCR se utilizaron 5uL

del sobrenadante.

3.4.3. Extraccién de ADN a partir de muestras de leche caprina

Dado que uno de los factores limitantes en la amplificacion exitosa de
un fragmento de ADN es la calidad y cantidad del templado empleado, en
este trabajo se utilizd la metodologia de extraccion mediante solventes
organicos fenol/cloroformo/isoamilico (F:C:l). También se incluy6 un control
negativo de extraccion que consistio en un tubo limpio al que se le
incorporaron todas las soluciones y se lo sometio al mismo procedimiento

de extraccion que a las muestras (anexo).
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3.5. Cuantificacion del ADN extraido

Se utiliz6 un espectrofotometro de espectro total (220-750nm)
(NanoDrop® 1000, Spectrophotometer, Thermo Scientific, USA). Se
cuantifico el ADN obtenido en la totalidad de las muestras en cada dilucion
de trabajo en ng/uL y se evaluo el parametro A260/280 que indica el grado
de pureza obtenido. Asimismo, se evaluo la calidad del mismo mediante
electroforesis horizontal de una alicuota en un gel de agarosa al 0,8% con
bromuro de etidio 0,5ug/mL y posterior visualizacion en un transiluminador

de luz ultravioleta.

3.6. Deteccion molecular del complejo M. tuberculosis y M.
bovis en muestras de leche caprina

A partir del ADN extraido, se realiz6 la amplificacion isotérmica
mediada por bucles LAMP-1S6110 (Aryan et al., 2010) y se la comparo con
la PCR de punto final utilizando como blancos a la secuencia de insercion
IS6110 y al gen Rv2807, caracteristicos del CMT. Adicionalmente, se
amplifico la secuencia TbD1, presente en M. bovis, M. africanum y en cepas
ancestrales de M. tuberculosis (Araujo et al., 2014a). En las cepas
modernas de M. tuberculosis esta region esta delecionada. Por ultimo, para
evaluar la presencia de potenciales inhibidores de la polimerasa se

amplificé el gen que codifica B actina (Thacker et al., 2011).

Para estimar la excrecion de M. bovis por medio de la leche se

realiz6 gPCR-ThD1.
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3.7. Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucles (LAMP)
Se evalué LAMP utilizando como secuencia blanco a la secuencia
de insercion 1S6110 caracteristica del CMT, utilizando los primers

descriptos por Aryan y col., 2010 (Tabla 2).

Tabla 2: Secuencias de los primers usados en LAMP-1S6110

IS-FOP AGACCTACCTATGTGTCGA

IS-BOP TCGCTGAACCGGATCGA

IS-FIP

(F1C+F2) ATGGAGGTGGCCATCGTGGAAGCCTACGTGGCCTTTGTCAC Aryan
etal.,

IS-BIP 2010

(B1c+B2) AAGCCATCTGGACCCGCCAACCCCTATCCGTATGGTGGAT

IS-FLP AGGATCCTGCGAGCGTAG

IS-BLP AAGAAGGCGTACTCGACCTG

Secuencias de primers utilizados para la deteccion de 1S6110 (caracteristica del CMT)
mediante LAMP. FOP: Primer externo directo, BOP: Primer externo reverso; FIP: Primer
interno directo; BIP: Primer interno reverso; FLP: Primer de bucle directo; BLP: Primer de
bucle reverso.
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Figura 9: Esquema de la region IS6110 con las regiones blanco de
los primers de LAMP-1S6110

A: Prsssnsansess Popprentiss ORI o Vi 195 Nkt 19
}'?F"S'l Elsennch et al, 1991; Mellyer ot al,, 1996; Dafovisio et al., 1996
1 340 680 1020 1360
| | | . | >
e Lawe
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........ " 4 BIP
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5 - Fl =PI CD—CD—3
3 —ED—GEDTCGED— Bl —GB—@—5
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FIP $
B:

812 5 -AGACCTCACCTATGTGTCK

871

3" =TCTGGAGTGGATACACAGCT

872 5 931
3

932 5% AAGCCATCTGGACCCGCCAAL 991
3 GGTAGACCTGGGCGE

992 5 TCCACCATACGGATAGGGGATC CATCGATCCGGTTCAGCGA=3 1045
B IAGGTGGTATGCCTATCCCCT c TAGGCCAAGTCGCT-5

B2 B3

Sitios de hibridacion de los pimers en la secuencia de insercion 1S6110 del complejo M.
tuberculosis. A: Representacion esquematica de la secuencia 1S6110 completa como
barra negra numerada: B: la parte inferior de la barra muestra las ocho diferentes regiones
reconocidas por los primers de LAMP-1S6110 (tomado de Aryan et al., 2010).

Se prepararon dos mezclas de reactivos, una conteniendo los
Primers (10x LAMP primer mix) y otra compuesta por los dNTPs, MgSOa4,
Buffer de polimerasa y betaina (2x LAMP mix), segun lo descripto por

Trangoni y col., 2017 (Tablas 3y 4).
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Tabla 3: Mezcla 1 de reactivos de LAMP (primers Mix)

H,O - 48,80 -
FOP (F3) 100 1,60 1,60
BOP (B3) 100 1,60 1,60

FIP
(F1c+F2) 100 16,00 16,00

BIP
(B1c+B2) 100 16,00 16,00

FLP 100 8,00 8,00

BLP 100 8,00 8,00

Concentracion y volimenes de los primers utilizados en la mezcla de reaccién 1 de LAMP
(adaptado de Trangoni et al., 2017).

Tabla 4: Mezcla 2 de reactivos de LAMP (2x mix)

H.O 248

Betaina 5M 320 1,6 M
dATP 100 mM 28 2,8 mM
dTTP 100 mM 28 2,8 mM
dCTP 100 mM 28 2,8 mM
dGTP 100 mM 28 2,8 mM
MgSO. 100 mM 120 12 mM
Thermo 10X 200 2X
Pool Buffer

Reactivos, cantidades y concentraciones para la preparacion de mezcla de reaccion 2 de
LAMP (adaptado de Trangoni et al., 2017).

La reaccion se realizé en un volumen final de 25uL y consistio en

una mezcla de 12,5pL de 2x LAMP mix; 2,5uL de 10x LAMP primers mix;
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luL de Bst polimerasa y 7uL de agua destilada apirogena estéril.
Finalmente se incorporaron 2uL de templado en otro ambiente para evitar
contaminaciones. La reaccion se llevo a cabo a 63°C durante 60min en un
bafio de agua termostatizado (Vicking modelo Masson 102). Seguidamente
la enzima se inactivo por calor a 80°C durante 5min.

Para la deteccion y visualizacion del producto de amplificacion
durante la puesta a punto preliminar de la reaccidn se realizdé una corrida
electroforética horizontal en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1x.
Posteriormente, para la optimizacion del sistema de visualizacién se
evaluaron las siguientes variantes 1) Incorporacion a la mezcla de reaccion
azul de hidroxinaftol (HNB, del inglés hidroxi naftol blue) (0,4pL de 7,5mM
en volumen final de 25uL) 2) SYBR Gold (Life Technologies) (1 uL 1000x).
De este ultimo colorante fluoréforo se colocé 1 uL en el interior de la tapa
del tubo de reaccion para evitar el contacto con los reactivos, debido a que
en dicha concentracion actian como inhibidores de la polimerasa. Al
culminar la reaccién se puso en contacto el colorante con el producto de
amplificacion mediante agitacibn manual vigorosa. Esto permitio la
visualizacion directa sin necesidad de otro equipo, considerandose la
reaccion positiva al observar coloracion anaranjada clara y negativa al
observar coloracion anaranjada opaca cuando se expone a la luz blanca.
También, para mejorar la visualizacidén se los expuso a una fuente de luz
azul (lampara de led 3W, InterelecR) en la que se observo la fluorescencia
verde amarillenta del SYBR Gold, de los productos de reaccién que
amplificaron la secuencia blanco mientras que los que no amplificaron se

vieron opacos.
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Ademas, se evaluo la fluorescencia a la luz ultravioleta de 400nm de

longitud de onda en transiluminador de luz UV (UPV 91786).

3.8. PCR de punto Final

Tabla 5: Primers utilizados para la deteccién del CMT, de M. bovis y B
actina

INS1 CGTGAGGGCATCGAGGTGGC Hermans
1S6110 245 pb etal.,
INS 2 CGCTAGGCGTCGGTGACAAA 1990.
Forward outer | GGCGGTGGCGGAGTTGAAGGC
MTC GATGAG B
Rv2807 443 Araujo et
Forward outer | GCCGCGAGCGAGTCTGGGCGA al.,
MTC TGTGTC pb 2014b.
TbD1 Fi GTGCGCGTCGCGGGATTCAGCT Aratijo et
CTAT TbD1 51 pb al.,
ThD1 RI GCGGTCTTCGCCAATGTT 2014a.
R ACTINAT. F | TCCCTGGAGAAGAGCTACGA Thacker
B actina 98 pb et al.,
BACTINAT. R | AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 201L.

Secuencias de los primers utilizados para la detecciéon del CMT (1S6110 y Rv2807), M.
bovis (TbD1) y B actina.

La PCR-1S6110 se realizdé segun lo descripto por Zuméarraga y col.

(2012) y la PCR- Rv2807 segun lo descripto por Araujo y col. (2014b) (con

modificaciones) y Rocha y col. (2018). La PCR TdD1 fue adaptada a partir

de lo descripto por Araujo y col. (2014a).

La mezcla de la reaccion consistio en buffer 1x, MgClz (1,5mM en la

reaccion con los primers Rv2807; TbD1 y 8 actina y 2,5mM en la reaccién

con los primers 1S6110); 20nM de cada primer; 1.25 U de polimerasa
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(GoTag Polymerase Promega Corp., USA), 0,2mM de cada
desoxinucleétido trifosfato (ANTPs) y agua apirdgena estéril csp volumen
final de 50 pL. La mezcla de reaccion se cubrié con una gota de aceite
mineral. Como templado, se emplearon 2uL de una dilucién 1/20 del ADN

extraido segun el protocolo anteriormente descripto.

La reaccion de amplificacion se realizo en un termociclador PTC-100
(MJ Research). Para la amplificacion de 1S6110 y Rv2807 se utilizé un

programa de ciclado Touch-Down (tabla 6).

Tabla 6: Programa de ciclado Touch-Down para amplificar IS6110 y

Rv2807
96 °C 3 min Desnaturalizacion Inicial
96° C 1 min Desnaturalizacion

72° C 1 min 8 ciclos ( disminuyendo 1 °C/ciclo) Hibridacion

72°C 45 seg Extensién

96° C 1 min Desnaturalizacion
66 °C 1 min 30 ciclos Hibridacion

72° C 1 min.30 seg Extension

16 °C infinito Conservacion

Programa de ciclado para la amplificacién de las secuencias 1S6110 y Rv2807

Para la amplificacion de TbD1 se uso el siguiente programa de

ciclado (tabla 7):
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Tabla 7: Programa de ciclado para amplificar TbD1

96°C 3 min Desnaturalizacion inicial

96 ° C 1 min Desnaturalizacion

53 °C 1 min 30 ciclos Hibridacion

72 °C 1 min Extensién
72 ° C 10 min Extension final
16 °C infinito Conservacion

Programa de ciclado para la amplificacion de la secuencia ThD1

Para la amplificacion de B-actina se usé el siguiente programa de

ciclado (tabla 8):

Tabla 8: Programa de ciclado de 8 actina

96°C 3 min Desnaturalizacion inicial

96 ° C 1 min Desnaturalizacion

55 °C 1 min 30 ciclos Hibridacién

72 °C 1 min Extensién
72 ° C 10 min Extension final
16 °C infinito Conservacion

Programa de ciclado para la amplificacion de B-actina

En cada reaccion se incluyé un control positivo (ADN extraido de la
cepa M. bovis BCG), un control de contaminacion (agua estéril libre de

pirdgenos) y un control negativo (ADN de otra especie no relacionada).

Los productos de PCR consistieron en un fragmento de 443pb para
Rv2807; de 245pb para 1S6110; de 51pb para TbhD1 y de 98pb para 3

actina.
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3.8.1. Visualizacion de las muestras amplificadas por PCR de
punto final

Diez microlitros de los productos de PCR se sometieron a
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2% (para 1IS6110; Rv2807 y 3
actina) y al 3 % (para TbD1) con bromuro de etidio al 0,5ug/mL en buffer
TAE 1x. El tamafio del fragmento amplificado se estim6 con la ayuda de un
marcador de peso molecular (100bp Plus DNA Ladder, AP biotech). La
visualizacion y registro digital se realizé por exposicion a la luz ultravioleta

en un transiluminador GBOX CHEMI XX6.

3.9. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 la herramienta Win Epi (Working
in Epidemiology) (http://www.winepi.net/) desarrollada por Ignacio de Blas,
de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, Espaia. Para
la evaluacion de las pruebas se calcul el valor predictivo positivo (VPP);
valor predictivo negativo (VPN); sensibilidad y especificidad, y para la
concordancia el indice Kappa (k). Se consideré un nivel de confianza de
95%. Se consideraron como animales enfermos aquellos de los que se
aisl6 M. bovis por cultivo de alguno de sus érganos (prueba de oro del
diagnéstico de tuberculosis), mientras que los animales sanos
correspondieron a, los que tuvieron cultivo negativo y al grupo de 32
animales IDR negativos provenientes de la Universidad de Lomas de
Zamora y de un tambo modelo con largo historial de libre de tuberculosis.
Considerando la etapa inicial de evaluacion a campo de este trabajo, como
estos animales no se faenaron, se asumi6 que por sus antecedentes de

sanidad los cultivos de sus 6rganos serian negativos. Cabe mencionar que
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todas las pruebas moleculares practicadas tuvieron resultados negativos
en este grupo de animales. La concordancia se establecio entre cada

pruebay el cultivo.

3.10. Criterio de interpretacion de resultados de PCR de punto
final y LAMP

Aquellas muestras de ADN en las que el producto amplificado fue
del tamafio esperado, 245 pb para 1S6110 y 443 pb para Rv2807, se
consideraron positivas para la deteccion del CMT, mientras que la
amplificacion de 51 pb para TbD1, se correspondio con la deteccion de M.
bovis / M. africanum. En la reaccién de LAMP-1S6110 con HNB, al visualizar
a la luz blanca el color azul oscuro en el tubo se consider6 a la muestra
positiva para la presencia del CMT, mientras que con SYBR Gold la
reaccion positiva fue anaranjada clara (o verde-amarillenta brillante con luz
azul). La muestra se consideré negativa cuando se evidencié color
anaranjado opaco en el caso de SYBR Gold y celeste en el caso de HNB.
En todos los casos, se consideraron los resultados siempre y cuando los
controles positivos de PCR hubieran amplificado del tamafio adecuado vy,
por el contrario, los controles de contaminacion, negativos de extraccion de
ADN vy de reactivos de PCR, no hubieren amplificado. Por otra parte,

también se considero la amplificacion del control de inhibicion de B actina.
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Tabla 9: Interpretacion de los resultados de PCR de tiempo final

Positivo | Positivo |Positivo |Negativo | Negativo | Positivo

Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | No valido
Positivo | Positivo |Positivo | Positivo Negativo | No valido
Positivo | Positivo |Positivo |Negativo |Positivo | No valido
Negativo | Negativo | Positivo |Negativo | Negativo | Negativo

Criterios de interpretacién de los resultados de PCR de tiempo final con cada una de las
secuencias blanco evaluadas.

3.11. Estimacion de la excrecion de M. bovis por PCR en
tiempo real

Para estimar la excrecion de M. bovis por leche se realizé una PCR
en tiempo real utilizando como secuencia blanco a TbD1. Dicha reaccion
se realizd6 en un termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems,
ThermoFisher, Scientific, USA), utilizando los primers descriptos en la tabla
5 (Araujo et al., 2014a). La mezcla de reaccion consistio en la utilizacion de
la enzima ADN polimerasa Platinum™ Taq (ThermoFisher), 0,1 pL; buffer
10x 2uL; MgCl2 1,2 pL; dNTPs (0,2mM c/u) 0,4 uL;,ROX 0,4 uL; SYBR
Green | (10x) 0,4 uL; ,primers (concentraciones evaluadas 25 nMy 12,5
nM) 1uL y 2 pL del templado (20 a 200 ng/ul), y agua apirégena estéril csp
volumen final de 20 pL.

Esta mezcla contiene SYBR Green | como fluoréforo y ROX como
referencia interna. El ciclo de amplificacion consistiéo en desnaturalizacion

inicial a 95°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C

por 15 segundos, hibridacion 52°C 1 min y extensién a 72°C durante 1 min.
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Seguidamente, se realizo la curva de disociacion a 95°C por 15 segundos,
60°C 1 miny 95°C por 15 segundos. Para la curva estandar se partié de
una muestra de leche contaminada con 1x107 UFC/mL (2,77 ng/uL de ADN)
de M. bovis BCG, se realizaron 5 diluciones seriadas 1/10 por duplicado en
leche y se extrajo el ADN. Se seleccionaron 8 muestras de animales

tuberculosos.
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Resultados
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1. Obtencion del in6culo de M. bovis BCG para la
contaminacion experimental de leche fluida de cabra

Se empled la cepa M. bovis BCG caracterizada previamente en el
laboratorio por “Spoligotyping” (figura 9) y PCR de los genes esxA 'y esxB,
gue codifican las proteinas Esat-6 y Cfp-10 respectivamente, delecionadas

en la cepa vacunal M. bovis BCG (figura 10).

Figura 10: Espoligotipo de la cepa M. bovis BCG

R O T T T T B T T T T BRRRRER | |/ tuberculosis H37Rv
B REEEE RRRRER AR RN R M. bovis BCG

Se muestra el espoligotipo de las cepas de referencia M. tuberculosis H37Rv y M. bovis
BCG. El cddigo asignado a M. bovis BCG es el SB0120 (www.mbovis.org).

Figura 11: PCR de los genes esxA 'y esxB

A)1 2 M BIM 1 2 3

A)Amplificacion de esxA (288pb) 1: M. bovis salvaje; 2: M. bovis BCG; M:
50bp DNA Ladder, Promega. B) Amplificacién de esxB (450pb). 1: M. bovis
salvaje; 2: M. bovis AN5; 3: M. bovis BCG; M: 100bp DNA Ladder, Promega.

El crecimiento in vitro de la cepa seleccionada para realizar la
infeccion experimental se realizé en medio sintético Middlebrook 7H9 con
glicerol 10% y tween 80 0,5% y al cabo de 20 dias, luego de alcanzar una

DO de 0,7, se obtuvo el inoculo de contaminacion (figura 11 A y B). Se
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confirmo la morfologia bacteriana caracterizada por colonias irregulares y

aspecto seco opaco en medio soélido Middlebrook 7H10 (Figura 11C).

Figura 12: Cultivos de M. bovis BCG

Ay B: Se muestra un cultivo en medio liquido (7H9) y otro en medio solido
(7H10) de la cepa M. bovis BCG empleada para el ensayo de contaminacion

artificial de leche fluida caprina. C: colonias caracteristicas de M. bovis BCG en
medio (7H10).

A partir de este inoculo se realizé la contaminacion artificial de la

leche fluida caprina, segun el esquema mostrado en la figura 8 de la seccién

“materiales y métodos”.

4.2. Extraccion de ADN a partir de la contaminacién con M.
bovis de leche fluida caprina.

Una vez finalizadas las extracciones de ADN se obtuvieron, los
valores de densidad éptica (DO), mediante espectrofotometria. Se detallan

los pardmetros asociados a cantidad y calidad del material genético en las

24 muestras analizadas.
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Tabla 10: Cuantificacion del ADN de las muestras de leche de
animales IDR positivos

Valores de las cuantificaciones del ADN de todas las muestras de animales IDR
positivos. 260/280 pureza y calidad cuantificacion (ng/pL).

Tabla 11: Cuantificacion del ADN de las muestras de leche de
animales IDR negativos.

64



156,0 1,89 214,57 2,02
230 1,85 182,45 1,86
175 1,95 70,89 1,89

70,15 1,403 120,35 1,75

409,06 1,98 148,50 1,89

Valores de las cuantificaciones del ADN extraido de muestras de
animales IDR negativos. 260/280 pureza y calidad cuantificacion

(ng/pL);

Se obtuvo variabilidad con respecto a la concentracion de ADN en
ng/pL (A260), en relacidén a la pureza de las muestras (A260/A280) y en

cuanto a la cuantificacion absoluta de la muestra de ADN total.

Se observa en los siguientes gréficos, la concentracion (ng/pL)
obtenida en la muestra N° 93 con resultado negativo a la deteccién de CMT
y de la muestra SC2 con resultado positivo a la deteccién de CMT. Dichos
graficos muestran el valor de 260/280 de ambas extracciones de ADN
realizadas con fenol/cloroformo/isoamilico, procedimiento aplicado en
todas las muestras que se procesaron en este trabajo. Estos resultados son
indicativos de la calidad y cantidad del material genético obtenido para las

reacciones de amplificacion.

Figura 13: Curvas obtenidas de la cuantificacion del ADN por
espectrofotometria

a07-,
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Cuantificacion de ADN de una muestra positiva (SC2) y de una muestra negativa (93). Se
observa las curvas con pico a 230/260 que indica una buena calidad de del ADN obtenido.

Para determinar la especificidad de los métodos se procesaron y
analizaron 32 muestras correspondientes a animales no reactores a la

prueba de tuberculina y muestras de MNT.

4.3. Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucles (LAMP)

En este trabajo se puso a punto el método de amplificacién por
bucles para detectar al complejo M. tuberculosis en muestras de leche
caprina. Se evaluaron dos variantes de visualizacion del producto de
amplificacion. 1) Incorporacion a la mezcla de reaccion de azul de
hidroxinaftol (HNB) y 2) SYBR Gold (Life Technologies) colocado en el
interior de la tapa del tubo de reaccidén y posterior agitacién luego de

culminada la reaccion.

Con HNB las amplificaciones se visualizan de color azul intenso

mientras que las reacciones negativas se ven de color celeste.
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Figura 14: Visualizacién de LAMP con HNB

A y B: visualizacidon de la amplificacion por LAMP con colorante HNB, tubos 212 y 4
resultado negativo, tubos SC3 y 228 amplificacién positiva, CN y C-: control negativo. CP
y C+ control positivo M. bovis (BCG)

Con SYBR Gold las reacciones en las que hubo amplificacién se
visualizaron a la luz blanca de color anaranjado claro mientras que aquellas

en las que no hubo amplificacion fueron anaranjado opaco.

Figura 15: Visualizacion de LAMP con SYBR Gold.

Visualizacién de la amplificacion por LAMP con colorante SYBR Gold, tubol: muestra SC3
(resultado positivo); tubo 2: muestra 212 (resultado negativo) y tubo 3: muestra 4 (resultado
negativo), C-. control negativo y C+. control positivo M. bovis (BCG).

Como puede observarse en las fotos descriptas anteriormente, con
la utilizacion de HBN, no se logra diferenciar de manera clara una reaccion
positiva de otra negativa ya que el cambio de coloracién es sutil, caso

contrario a lo que ocurre con la utilizacion de SYBR Gold con el que la
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diferenciacién es bien notoria. En base a estos resultados se decidio utilizar

SYBR Gold para la reaccion de LAMP-IS6110.

4.3.1. Evaluacion de la visualizacion de la reaccién de LAMP-
1IS6110 con SYBR Gold en distintas condiciones de iluminacion.

Se evaluaron diferentes fuentes de luz para determinar cual de ellas
permitia la mejor visualizacion del producto amplificado y la mejor

diferenciacion respecto al control negativo.

Figura 16: Visualizacion de LAMP-IS6110 en distintas
condiciones de iluminacion.
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D)

LAMP-IS6110. A) Exposicion a luz azul. B) Exposicion a luz blanca sobre fondo azul. C)
Exposicién a la luz solar sobre fondo negro. D) Exposicion a la luz solar sobre fondo
blanco. E) Exposicion a la luz ultravioleta. 1: Mycobacterium bovis 2: Mycobacterium
smegmatis 3: Mycobacterium phlei C+: Control positivo (M. bovis BCG) C-: Control
negativo (agua).

En esta evaluacion preliminar pudo observarse que la exposicion a
la luz UV no permitio diferenciar entre las reacciones en las que hubo
amplificacion de la que no, ya que en todos los casos hubo fluorescencia.
Con las restantes fuentes de luz y condiciones de iluminacién fue posible
la diferenciacién entre las muestras que amplificaron de las que no. Sin
embargo, la visualizacion de la reaccion se facilitd cuando los tubos fueron
expuestos a una fuente de luz azul ya que se observa una fluorescencia
verde amarillenta en las muestras en las que hubo amplificacién
diferenciandose de aquellas en las que no hubo amplificacion. Tanto

Mycobacterium smegmatis como Mycobacterium phlei no amplificaron por

LAMP-1S6110.
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4.3.2. Determinacion de la sensibilidad analitica / limite de
deteccion de LAMP-1S6110

Se determind la sensibilidad analitica, tanto en agua como en leche
fluida caprina, realizando diluciones seriadas 1/10 de M. bovis BCG en

agua y leche respectivamente. Los resultados se presentan en las figuras
17y 18.

Figura 17: Limite de deteccion de LAMP-IS6110 en agua.

(R A

LAMP-1S6110 con SYBR Gold como indicador fluorescente de amplificacion. Diluciones
seriadas 1/10 de ADN en agua. Se observan cuatro reacciones positivas, tubos 1 a 4 con
fluorescencia amarillo verdosa y el bandeado caracteristico observado luego de

electroforesis horizontal en agarosa al 2 %.

1 2 3 4
1 2 3 4

Figura 18: Limite de deteccion de LAMP-IS6110 en leche fluida
caprina

1 2 3 4 S

LAMP-1S6110 con SYBR Gold como indicador fluorescente de amplificacion. Diluciones
seriadas 1/10 de M. bovis en leche fluida caprina. Se observan cuatro reacciones positivas
tubos 1 a 4 con fluorescencia amarillo verdosa y el bandeado caracteristico observado

luego de electroforesis horizontal en agarosa al 2 %.
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Como puede observarse en las figuras descriptas anteriormente, tanto
en agua como en leche se obtuvo el mismo limite de deteccion 7 x 103

UFC/mL

Tabla 12: Limite de deteccion de LAMP-1S6110

LAMP 7x103 7x103

Limite de deteccion (UFC/mL) de LAMP-IS6110 en leche y agua.

Asimismo, se determiné el limite de deteccidén por tubo de reaccion para

LAMP-1S6110 siendo de 35 UFC tanto para agua como leche.

4.3.3. Evaluacion de la especificidad de LAMP-1S6110

Para evaluar la especificidad del LAMP-1S6110 se utilizO ADN de
otras especies de micobacterias (Mycobacterium smegmatis, M. phlei, M.
fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M. porcinum, M. avium subsp.
avium, M. avium subsp. paratuberculosis) y de Nocardia, como género
filogenéticamente relacionado ya que pertenece al orden de los
Actinomicetales al igual que las micobacterias. En este caso también se

evaluaron las distintas fuentes y condiciones de iluminacion.
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Figura 19: Evaluacion de la especificidad de LAMP-1S6110,
visualizaciéon de la reaccidon en distintas condiciones de iluminacién.

Ensayo de especificidad de LAMP-1S6110. A) visualizacion con luz azul. B) visualizacion
con luz blanca sobre fondo blanco. C) visualizacién con luz blanca sobre fondo negro. 1:
Mycobacterium intracellulare, 2: Nocardia farcinica 3: Nocardia sp 4: Mycobacterium
gordonae 5: Mycobacterium fortuitum 6: Mycobacterium phlei 7: Mycobacterium
smegmatis 8: Mycobacterium avium 9/10: Mycobacterium porcinum C+: control positivo
C-: Control negativo.
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Como puede observarse en ningun caso se obtuvo amplificacion con
las MNT indicando la especificidad del LAMP-1S6110. Del mismo modo que
en el ensayo preliminar, con todas las fuentes de luz y condiciones de
iluminacion fue posible la diferenciacion entre las muestras que
amplificaron de las que no. Sin embargo, la visualizacion de la reaccion se
facilité cuando los tubos fueron expuestos a una fuente de luz azul ya que
se observo una fluorescencia verde-amarillenta en las muestras en las que
hubo amplificacién, diferenciandose de aquellas en las que no hubo
amplificacion. Asimismo, se evaluaron 32 muestras provenientes de
animales libres de tuberculosis no obteniéndose amplificacion en ninguno

de los casos.

4.3.4. Evaluacién de la sensibilidad de LAMP-IS6110 en
muestras de leche provenientes de animales reaccionantes a la
IDR

Para la evaluacion de LAMP-1S6110 en muestras clinicas, se
procesaron 24 muestras de leche de animales con diagndstico de
tuberculosis de las cuales 12 (50 %) fueron positivas por LAMP-1S6110.
También se procedi6é a evaluar distintas fuentes de luz y condiciones de
iluminacion para determinar cudl de ellas permitia la mejor visualizacion del

producto amplificado y la mejor diferenciacién respecto del control negativo.
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Figura 20: Evaluacion de la sensibilidad de LAMP-IS6110 en
muestras de leche, visualizacion de la reaccion en distintas
condiciones de iluminacion

A)

214 236 9 211 209 C+BCG Mb C-

LAMP-1S6110 en muestras de leche de animales reaccionantes positivos a la PPD. A)
Exposicién a la luz azul. B) exposicién a la luz solar. C+: Control positivo. C-: Control
negativo. Los nimeros de las muestras destacadas en color rojo corresponden a un
resultado positivo mientras que en negro se indican las muestras con resultado negativo.

4.4. Evaluacién de diferentes secuencias blanco de PCR para la
deteccion del complejo M. tuberculosis y M. bovis

En este trabajo se evaluaron dos secuencias blanco de PCR para
detectar al complejo M. tuberculosis (1IS6110 y Rv2807) y una para M. bovis
(TbD1). Se determind la sensibilidad analitica de cada una, tanto en agua

como en leche fluida caprina.

Para esto se partié de un cultivo con una concentracion de 7 x 10 "UFC/mL
con el que se contamind agua Y leche fluida cruda caprina y se procedio a
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la realizacion de diluciones seriadas 1/10 en agua y leche respectivamente,
y se procedio a la extraccion de ADN total, para las distintas reacciones de
PCR. Asimismo, se compararon los resultados obtenidos entre las distintas
secuencias blanco de PCR evaluadas, cuyos resultados se muestran a

continuacion en la tabla 13 y en las figuras 21 a 26.

Tabla 13: Limite de deteccién de PCR

1S6110 7x10? 7x10?
Rv2807 7x10% 7x10°
TbhD1 7x10? 7x10?

Limite de deteccidn en agua y en leche con las diferentes secuencias para la amplificacion
de CMT y M. bovis expresados en UFC/mL.

En la tabla 13 puede observarse que, tanto en agua como en
leche, la mayor sensibilidad analitica se alcanz6 con IS6110 y TbD1,

alcanzando ambas el mismo limite de deteccién (7 x10> UFC/mL).

Por otra parte, con Rv2807 ademas de haber tenido una menor
sensibilidad analitica respecto de las otras secuencias evaluadas, se

observé que en leche la reaccion fue menos sensible que en agua.

Asimismo, se determiné el limite de deteccién por tubo de

reaccion, obteniéndose los siguientes resultados.
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Tabla 14: Limite de deteccion por tubo de reaccion PCR

1S6110 3,5 3,5
Rv2807 350 3500
TbhD1 3,5 3,5

Limite de deteccion por tubo de reaccion de PCR expresado en UFC.

En la tabla 14 se destaca que con las secuencias 1S6110 y TbD1, tanto en
agua como en leche, se requiere de 3,5 UFC por tubo de reaccion para
obtener un resultado positivo. Por otra parte, para obtener una PCR Rv2807
positiva son necesarias 350 UFC en agua y 3500 en leche por tubo de

reaccion de 50uL

4.4.1. PCR -1S6110 Touch-Down

Como se observa en las figuras 21 y 22, tanto en la curva de
diluciones de M. bovis en agua como en la de leche se obtuvo la misma

sensibilidad analitica que corresponde a 7 x102 UFC/mL.

Figura 21: Limite de deteccion de PCR-1S6110 TD en agua
1 2 3 4 5 6 7 8

S cE) i s sy
 — S w—

Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio (0,5ug/mL) mostrando los productos

de PCR 1S6110. Diluciones seriadas 1/10 de M. bovis en agua. M: marcador de peso

molecular 100 pb (Trans) calles 1 a 5 muestran amplificaciones positivas, mientras que las
calles 6 y 7, amplificaciones negativas.
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Figura 22: Limite de deteccion de PCR-1S6110 TD en leche
1 2 3 4 5 6 7

M -1 -2 -3 -4 -5 -6 1S6110

(Hermans et al.,
1990

245 pb)
L e e

Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio (0,5ug/mL) mostrando los productos
de PCR 1S6110.. Diluciones seriadas 1/10 de M. bovis en leche. Calle 1 M: marcador de

peso molecular 100 pb (Trans). Calles 2 a 6 amplificacién positiva. Calle 7: amplificacién
negativa.

4.4.2. PCR-Rv2807 Touch-Down
Se observa en las figuras 23 y 24 los limites de deteccion con la
secuencia Rv2807 en aguay en leche. En la curva de diluciones de M.

bovis en leche hubo una disminucién de un orden en la sensibilidad

respecto a la curva de diluciones en agua.

Figura 23: Limite de deteccion de PCR-Rv2807 TD en agua

1 2 3 4 5 Rv2807
(Aradjo et al.,
— 2014b)

443 pb

Gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio (0,5 pg/mL) mostrando los productos
de PCR Rv2807. Diluciones seriadas 1/10 de M. bovis en agua. Calle 1 M: marcador de

peso molecular 100 pb (Trans). Calles 2 a 4 amplificacion positiva. Calle 5: amplificacion
negativa.
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Figura 24: Limite de deteccion de PCR-Rv2807 TD en leche
1 2 3 4 5

ML 1 Sl e

- ——

Gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio (0,5 ug/mL) mostrando los productos
de PCR Rv2807. Diluciones seriadas 1/10 de M .bovis en leche Calle 1 M: marcador de
peso molecular 100 pb (Trans). Calles 2 y 3 amplificaciones positivas. Calles 4 y 5

amplificaciones negativas.
4.4.3. PCR-TbD1

Se observa en las figuras 25 y 26 las amplificaciones con la
secuencia ThD1, demostrando que tanto en agua como en leche se obtuvo
el mismo limite de deteccion siendo de 7 x 10 2 UFC/mL.

Figura 25: Limite de deteccion de PCR-TbD1 en agua
1 2 3 4 5 6 7 8
100-1 -2 -3 4 -5 C C+

Gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/mL) mostrando los productos
de PCR-TbDL1. Diluciones seriadas 1/10 de M .bovis en agua. Calle 1: marcador de peso
molecular de 100 pb (Trans); calles 2 a 6) amplificaciones positivas, calle 7 C- control
negativo y calle 8 C+ control positivo (M. bovis BCG).
Figura 26: Limite de deteccion de PCR-TbD1 en leche
1 2 3 4 5 6 7

100-1. -2. -3 -4 -5 C-

|

Gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/mL) mostrando los productos
de PCR-TbD1. Diluciones seriadas 1/10 de M .bovis en leche. Calle 1: marcador de peso
molecular de 100 Pb (Trans) calles 2 a 6 amplificaciones positivas; calle 7 C- control

negativo
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4.4.4. Especificidad de la PCR

Para determinar la especificidad de cada secuencia blanco de PCR
(Rv2807, 1S6110 y TbD1) se sometieron a PCR distintas micobacterias no
tuberculosas y también Nocardia sp., género que pertenece al orden de los
Actinomycetales como las micobacterias. Cabe mencionar que todas las
especies evaluadas son cepas de coleccién del laboratorio. En las figuras
27 se observa la ausencia de amplificaciones lo que confirma la

especificidad de cada sistema de amplificacion.

Figura 27: Especificidad de la PCR de punto final

Micobacterias No tuberculosas RV 2807 Micobacterias No tuberculosas IS67110
M. 1 2 3485067t M1 2 3 45 6 7 C+
g
o -
—_
- -
A B

M lshdig 3 dus 6. C.+

PCR-Rv2807-TD (A) ; PCR-1S6110-TD (B) y PCR TbD1 (C) de micobacterias no
tuberculosas y Nocardia sp.. Geles de agarosa al 2% (A y B) y 3% (C) representativo tefiido
con bromuro de etidio (0,5uL/mL). M: marcador de peso molecular 100 pb (100 pb DNA
Ladder, Trans). 1: Nocardia farcinica; 2: Nocardia sp;.3: Mycobacterium porcinum,4:
Mycobacterium phlei; 5: Mycobacterium avium subsp. avium; 6: Mycobacterium
smegmatis; 7 Control negativo; C+: control positivo M. bovis BCG..
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4.4.5. Evaluacién de la sensibilidad y especificidad de la PCR
en muestras clinicas de leche

Para evaluar los diferentes métodos en muestras clinicas de
animales reaccionantes a la prueba diagndstica oficial del SENASA para
animales en pie, se procesaron 24 muestras de leche de animales con
diagnostico de tuberculosis por IDR, inspeccion macroscopica y posterior
confirmacion por cultivo de las lesiones detectadas y por “Spoligotyping”.
Asimismo, se analizaron 32 muestras de animales con diagnostico negativo
de tuberculosis que resultaron negativas con las tres secuencias blanco

analizadas por PCR de punto final (Rv2807; 1S6110 y TdD1).

Figura 28: PCR-Rv2807 Touch-Down en muestras de leche

Ay B: PCR-Rv-2807-TD. Gel de agarosa al 2% representativo tefiido con bromuro de
etidio (0,5uL/mL), Se observan los productos de PCR de 443 pb de Rv2807 de las
muestras de leche. CN: Control negativo (agua). 100 (marcador de peso molecular de 100
pb; Trans).

En este trabajo fueron analizadas 24 muestras: 11 (45,8%)
resultaron positivas por PCR-Rv2807-TD y las 13 (54,2%) restantes

resultaron negativas.

Luego se procedio a la evaluacion de la PCR-IS6110-TD, cuyos

resultados se muestran a continuacion en la figura 29.
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Figura 29: PCR-IS6110 Touch-Down en muestras de leche

M 211 214 212 9 238 93 228 92 52 SC3 208 85 K1 22 90 20 & 5 23 8% a7 07 0 NG

!. e -— ! > et - - -~
A...-..' ' - B----—--

Ay B: PCR-IS6110-TD. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio (0,5uL/mL),
Se observan los productos de PCR de 245 pb de PCR 1S6110 de las muestras de leche.
CN: Control negativo (agua). C+: control positivo (M. bovis BCG). M: marcador de peso
molecular de 100 pb (100 pb DNA Ladder, Trans).

De las 24 muestras analizadas mediante la amplificacion de PCR-
IS6110: 11 (45,8%) resultaron positivas por PCR-1S6110 y 13 (54,2%)

restantes resultaron negativas.

Finalmente se evalu6 la PCR-TbD1 que permite identificar M. bovis.

(Arauvjo et al., 2014a).

Como se observa en la figura 30, de las 24 muestras analizadas
hubo amplificacion por TbD1 en 19 (70,8%) muestras, mientras que en 7
no se obtuvo amplificacion. De esta manera esta secuencia fue con la que
se obtuvo mayor positividad en muestras de animales naturalmente

infectados.
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Figura 30: PCR-TbD1 en muestras de leche

M 212 5 92 209 211 214 228 232236 S1 SC2 SC3 217

PCR-TbD1 en leche. Gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio (0,5uL/mL). Se
observan los productos amplificados de 51 pb a partir de las muestras clinicas de leche.
Callel: M marcador de peso molecular de 100 pb (100 pb DNA Ladder, Trans).

Adicionalmente, para detectar la inhibicion de la polimerasa ante la
presencia de distintas sustancias que actiian como tal, se amplificé el gen
que codifica 3 actina cuyo producto es de 98 pb.

Figura 31: PCR-B actina

PCR B-actina. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio (0,5 pyg/mL) mostrando la
amplificacion de B-actina (98 pb).

Se observa amplificacién positiva en la mayoria de las
muestras, con excepcion de las muestras 217; 209 y 202 (Figura 31).
Estas muestras se volvieron a procesar, realizando una dilucién 1/20
en agua del ADN. De esta manera los inhibidores también se diluyeron

y se obtuvo amplificacion como se observa en la figura 32.
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Figura 32: PCR B actina de muestras inhibidas y diluidas en agua

1 2 3 4 5 6

PCR B-actina. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio (0,5 pyg/mL) mostrando
la amplificacion de B-actina (98 pb). Se observa amplificacién positiva en las muestras 217;
209 y 202. Calle 5: C+ Control positivo (ADN extraido de un tejido bovino). Calle 6: Control
negativo (agua).

A partir de los resultados obtenidos con las muestras que estaban

inhibidas se volvieron a realizar las PCR con las distintas secuencias blanco

evitando asi un resultado falso negativo. Las tres muestras resultaron

positivas por PCR-TbD1 y ademas una de ellas (209) también fue positiva

tanto por PCR-Rv2807 TD y PCR-IS6110 TD (tabla 15).

Tabla 15: Resultados de los distintos métodos aplicados en las
muestras de los animales naturalmente infectados

004 - - - - - - - - sin lesiones
sistema
005 + - - + + + | SBO140 | respiratorio
sistema
084 - - - - - - - respiratorio
solo ganglios
085 - - - - - - - - retrofaringeos
sistema
089 + - - - - - + | SB0140 | respiratorio
sistema
090 + - - - - - + | SB0140 | respiratorio
sistema
092 + - - + + + | SB0140 | respiratorio
093 + - - - - + | SB0140 | generalizada
sistema
202 + - - - - - + | SB0140 | respiratorio
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sistema

207 + - - - - + | SB0140 | respiratorio
sistema

208 + - - - - - + | SB0140 | respiratorio
sistema

209 - - - - + + + respiratorio

210 + - - - - - + | SB0140 |sin lesiones
Sistema
respiratorio y

211 + - - - + + + | SB0140 | digestivo

212 - - - - + - - - sin lesiones
sistema

214 - - - - + + + - digestivo

216 - - - - - - - - sin lesiones

sistema
respiratorio y

217 + + - - - + | SB0140 digestivo

228 + + - - + + + | SB0140 | generalizada
Sistema

232 + + - - + + + | SB0140 | respiratorio
Sistema

236 - - - - + + + - respiratorio

SC1 - - - - + + + - sin lesiones

SC2 - - - - + + + - sin lesiones
sistema

SC3 + - - + + + | SB0140 | respiratorio

Resultados globales de las pruebas diagnésticas aplicadas en las cabras faenadas. Cultivo
de tejido, hisopado nasal, PCR y LAMP en leche cruda, tipificacion por “Spoligotyping” y
presencia de lesiones tuberculosas macroscopicas. ST: Medio Stonebrink. LJ: Medio
Léwenstein Jensen. Spoligo: espoligotipo. Todos los cultivos realizados a partir de
muestras de leche resultaron negativos.

La comparacion de los resultados obtenidos mediante los distintos
métodos permitié determinar que con excepcién de una sola muestra (212)
hubo concordancia entre LAMP-IS6110 y PCR 1S6110 y Rv2807 Esta
muestra habia tenido cultivo negativo y resultado negativo de PCR 1S6110;

Rv2807 y TbD1, pero positivo por LAMP-1S6110.

Once muestras detectadas por LAMP-1S6110 concordaron con ThD1, por

otra parte, hubo 4 muestras negativas por ambos métodos.
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Las 14 muestras que tuvieron cultivo positivo fueron positivas por
PCR TbD1, por otra parte, de los 10 cultivos negativos, 5 tuvieron PCR-

TbD1 negativa.

La PCR-IS6110 y la PCR-Rv2807 tuvieron una concordancia del
100%. Detectaron el mismo numero de muestras positivas (11), de las
cuales 6 tuvieron aislamiento de M. bovis por cultivo. Por otra parte, hubo

5 muestras que tuvieron PCR 1S6110 y Rv2807 negativa y cultivo positivo.

Hubo concordancia en los resultados de 7 muestras con cultivo positivo,

LAMP-1S6110 y PCR-IS6110 y Rv2807.

El espoligotipo detectado fue el SB0140 (www.mbovis.org) que se

corresponde con el mas frecuente entre los aislamientos estudiados de

Argentina.
Figura 33: Espoligotipo detectado en los aislamientos de M. bovis.

L B

Tipificacion por “Spoligotyping” de cinco aislamientos de M. bovis. El espoligotipo
detectado fue el SB0140 (www.mbovis.org).

4.6. Andlisis estadistico

Para evaluar las pruebas diagndsticas se calculo el valor predictivo
positivo, el valor predictivo negativo, la sensibilidad y especificidad mientras
que para la concordancia entre pruebas se calcul6 el indice kappa (k). En

la tabla 16 se resumen los resultados obtenidos.
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50

54,5

54,5

Tabla 16: Evaluacion y concordancia de las pruebas diagndsticas
respecto al cultivo (prueba de oro)

73,7

81,8 82,2 82,2 100
42,9 42,9 42,9 100
85,7 88,1 88,1 88,1
0,3 0,33 0,33 0,787
(concordancia | (concordancia | (concordancia | (concordancia
débil) débil) débil) adecuada)

(0,039-0,561)

(0,075-0,592)

(0,075-0,592)

(0,531-1,043)

(0,098-0,502)

(0,113-0,554)

(0,113-0,554)

(0,617-0,958)

VPP (valor predictivo positivo); VPN (valor predictivo negativo); k (indice Kappa). El VPP,
VPN, la sensibilidad y la especificidad se expresaron en %, mientras que la indice kappa
como probabilidad (0-1). Se consideraron como animales enfermos aquellos de los que se
aislé M. bovis por cultivo (prueba de oro del diagndstico de tuberculosis), mientras que los
animales sanos correspondieron a los que tuvieron cultivo negativo y los 32 provenientes
de un hato con historial de libre de tuberculosis. La concordancia se realizo respecto al
cultivo. El andlisis se realizé con la herramienta WinEpi (http://www.winepi.net/). Se
considerd un nivel de confianza de 95%.

Tabla 17: Evaluacion de LAMP-1S6110

Evaluacion de LAMP-1S6110 respecto al cultivo (prueba de oro)
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Tabla 18: Evaluacion de PCR- 1S6110/Rv2807-TD

Evaluacién de PCR 1S6110/Rv2807-TD; respecto al cultivo (prueba de oro)

Tabla 19. Evaluaciéon de PCR-ThD1

Evaluacion de ThD1 respecto al cultivo (prueba de oro)

Se observaron diferencias notables al comparar las pruebas
moleculares evaluadas, respecto del cultivo (Tabla 16). La sensibilidad de
las pruebas, fue de 100% para PCR-TbD1 (Tablas 16 y 19), y 42,9 tanto
para LAMP-1S6110 como para PCR-IS6110/Rv2807-TD (Tablas 16, 17 y
18). La especificidad fue de 88,1% para PCR-TbD1 y PCR-IS6110/Rv2807-
TD y de 85,7% para LAMP-1S6110. El VPP méximo se obtuvo con PCR-
TbD1 (73,7%), seguido por PCR-IS6110/Rv2807-TD (54,5%) y LAMP-
IS6110 (50%). Por otra parte, el VPN de PCR-TbD1 fue de 100%, seguido
por PCR-1S6110/Rv2807-TD (82,2%) y LAMP-IS6110 (81,8%). Con
respecto a la concordancia de las pruebas respecto del cultivo, el mayor
grado de concordancia se obtuvo con PCR-TbD1 (0,787 adecuado),
mientras que con LAMP-IS6110 y PCR-IS6110/Rv2807-TD el grado de

acuerdo fue débil (0,3 y 0,33 respectivamente) (Tabla 16).
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Por otra parte, la concordancia entre PCR-IS6110-TD y PCR-
Rv2807-TD fue del 100% mientras que entre LAMP-1S6110 y PCR-
IS6110/Rv2807-TD solamente hubo un resultado discordante (tabla 20)
(coeficiente Kappa 0,945, grado de concordancia excelente; nivel de
confianza 95%, intervalo de confianza Kappa se (0): 0,684-1,207; intervalo

de confianza Kappa se (1): 0,839-1,051).

Tabla 20: Concordancia entre LAMP-1S6110 y PCR-1S6110/Rv2807-TD

4.7. Estimacion de excrecidén de M. bovis en leche fluida caprina

Para estimar la excrecion de M. bovis en leche fluida de cabra, se
inicié la puesta a punto de un método de PCR en tiempo real con SYBR
Green | para realizar la cuantificacién del ADN de M. bovis en dicha matriz.
Se utilizaron los primers TbD1 (Aradjo et al., 2014a). Se realizaron pruebas
de los mismos a 25 nMy 12,5 nM con el objetivo de minimizar la formacién
de dimeros. Se aplico el método de cuantificacion absoluta mediante curva
standard. Para la construccion de dicha curva se partié de una extraccion
de ADN realizada en una muestra de leche contaminada con 7x10” UFC/mL
(2,77 ng/uL de ADN) de M. bovis BCG vy se realizaron diluciones seriadas
1/10 en leche y se extrajo el ADN correspondiente. Se realizaron las
reacciones por duplicado. El coeficiente de correlacion lineal (R) obtenido

fue de 0,967. En conjunto con la mencionada curva se corrid por duplicado
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un panel de 8 muestras seleccionadas de animales naturalmente
infectados, de las cuales solamente dos pudieron contemplarse para el
analisis y estimar los niveles de excrecion. Esto se debe a que el sistema
aun requiere de ciertas mejoras, para minimizar la formacion de dimeros y
mejorar la sensibilidad de la reaccion, variables que se optimizaran en
futuras determinaciones. En la figura 34 se observa el incremento de la
formacién de dimeros de primers cuando la concentracion del ADN de M.

bovis disminuye en las sucesivas diluciones de la curva standard (figura 34

. e .
Figura 34: Graficos de la PCR-TbD1 en tiempo real
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Graéficos de la gPCR TdD1. A) Diferencia de fluorescencia vs numero de ciclos; B) Curva
standard de diluciones 1/10 de ADN de M. bovis BCG (Ciclo umbral CT vs ng). En verde
se identifica la muestra 228 y en azul la 92 D) Curva de disociacién de los puntos de la
curva con alta concentracion de ADN. D) Curva de disociacién de los puntos de la curva
con baja concentracién de ADN.

La cuantificacion del ADN de las dos muestras incluidas en el
analisis (92 y 228) fue diferente, con valores de Ct de 20,69 y 28,3

respectivamente. Esto se corresponde con niveles de excrecion diferentes
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siendo de 0,513 ng (32.414 UFC) para la 92 y 0,001 ng (60 UFC) para la
para la 228. Al estimar la concentracion excretada por mL de leche
corresponderia a 1,29x10” UFC/mL para la muestra 92 y 2,4 x10* UFC/mL
para la 228. Ambas muestras fueron positivas por PCR en tiempo final
utilizando las tres secuencias blanco (Rv2807, 1S6110 y TbD1). La muestra
228 provenia de un animal con lesiones generalizadas y cultivo positivo,
tanto de tejidos como hisopado nasal, mientras que la 92 tenia lesiones en
el sistema respiratorio y cultivo positivo de tejidos. Con lo cual en las dos
muestras analizadas no pudo establecerse una relacion de la excrecion de

M. bovis por leche respecto a la patologia de la enfermedad.

Esta primera aproximacion a la metodologia nos sirvié para evaluar
diferentes reactivos y condiciones de reaccién y constituiria una experiencia

preliminar o piloto.
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Discusion
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CAPITULO V

DISCUSION

Para producir alimentos sanos, de calidad y responder a las
exigencias de los mercados, en nuestro pais debemos contar con rodeos
libres de enfermedades. Para esto es necesario perfeccionar los sistemas
de prevencion, control y erradicacion de las mismas, como es el caso de la
tuberculosis en animales, que no solo afecta a especies de importancia

pecuaria sino también al hombre por tratarse de una zoonosis.

En nuestro pais, el plan de control y erradicacion de la tuberculosis
bovina es de alcance nacional (SENASA, Resol 128/12) y contempla a la
especie caprina como uno de los hospedadores susceptibles e
intermediarios del principal agente causal de la tuberculosis en animales,

M. bovis.

El sistema de vigilancia epidemiolégica en los bovinos se basa en el
resultado de la prueba intradérmica a campo y en la inspeccién de las reses
faenadas en busca de lesiones compatibles con tuberculosis, pudiendo ser
decomisados en forma total o parcial segun el protocolo descripto por
SENASA (Resol 128/12), constituyendo ésta una de las ultimas barreras de

proteccion al consumidor.

Si bien en el marco del PNCETBB se aplica un conjunto de
procedimientos para la inspeccion de animales en faena para rodeos
lecheros y carnicos, tanto bovinos como caprinos, en estos Ultimos, su

aplicacion presenta ciertas limitaciones. La faena de cabritos de produccién
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de carne, se realiza entre los 2 y 3 meses de edad, tiempo en el que
generalmente no se formarian lesiones tuberculosas visibles debido al corto
tiempo de contacto, a diferencia de lo que sucede con la produccion de
bovinos, limitAndose asi la deteccion de lesiones de una enfermedad de

curso generalmente crénico (Kantor et al., 1987).

A su vez, la produccién caprina en nuestro pais se desarrolla en el
marco de explotaciones familiares, donde es frecuente la faena informal.
Debido a esto, es probable que la verdadera ocurrencia de la TB caprina
en nuestro pais esté subestimada (Magnano 2015). Sin embargo, los casos
con presentacién de mastitis tuberculosa son muy poco frecuentes, siendo
el consumo de leche cruda obtenida de esos animales un importante riesgo

para la salud puablica (Smith, 2010; O'Reilly y Daborn, 1995).

Para determinar el estado de TB en el individuo o rebafio se utilizan
distintas pruebas de diagndstico. Pruebas que miden la inmunidad mediada
por células (CMI) como prueba Unica de tuberculina intradérmica (SITT) o
prueba intradérmica Unica. La prueba comparativa de tuberculina (SICTT)
y el ensayo IFN-y han demostrado una mayor sensibilidad y especificidad
que las pruebas basadas en la deteccién de la respuesta inmune humoral
(Gutiérrez et al., 1998; Zanardi et al., 2013). Sin embargo, hay una falta de
estandarizacion de SITT y SICTT en caprinos y ciertos aspectos como la
inyeccion del sitio (cuello u hombro) o la interpretacion de los resultados
varian entre los estudios (Alvarez et al., 2008; Zanardi et al., 2013) y
generalmente se aplican siguiendo los estandares desarrollados en el

ganado bovino. Entre los ensayos serologicos el ELISA ha demostrado una
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gran capacidad para detectar animales anérgicos en una etapa avanzada

de infeccion (Gutiérrez et al., 1998; Zanardi et al., 2013).

La revision bibliogréfica del diagndstico de TB en cabras por Bezos
y col. (2012a y b), proporciona una vision general de las herramientas in
vivo para el diagnoéstico de tuberculosis caprina, incluidas las estimaciones
de la sensibilidad y especificidad de las pruebas realizadas en estas
especies. Este estudio destaco la necesidad de evaluar las pruebas de
diagnostico actuales, desarrolladas para el ganado, en las especies
hospedadoras objetivo y para determinar las caracteristicas de rendimiento
de las pruebas contra las especies individuales de MTC. La literatura indica
la importancia de la TB en cabras y la necesidad de disefar una estrategia
de control nacional factible en el ganado de los paises donde la TB es
endémica en el ganado bovino. Para minimizar la propagacion de la
tuberculosis entre los animales en la misma granja, se debe considerar
primero un manejo adecuado mediante la separacion de especies entre el
ganado cuando sea posible; segundo un programa activo de vigilancia ante
TB pre-mortem en rebafios de cabras; y por dltimo vigilancia post-mortem

de TB activa y precisa en el matadero.

A pesar de que el seguimiento sanitario en esta especie es
dificultoso, y que la industria lactea esta en crecimiento en varias regiones
del pais, la utilizacion de técnicas complementarias para la deteccion de
infeccion por MTC en caprinos, permitira que se aborde con mayor atencion
a este problema como sucede en otras partes del mundo (Pesciaroli et al;

2014).
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En el presente trabajo se evaluaron diferentes métodos moleculares
con el fin de aportar nuevas herramientas diagndsticas complementarias a
las oficiales para la deteccion de animales con TB mediante el analisis de
leche fluida caprina, alimento que cobra cada vez mas importancia en el
pais y a nivel mundial por sus caracteristicas nutricionales. Ademas, esta
estrategia permite asegurar la calidad del producto de forma rapida y

sencilla, aportando valor agregado a esta industria en desarrollo.

La composicién de dicho fluido biolégico varia tanto en las diferentes
especies como en las diferentes razas de una misma especie. La calidad
nutricional de la leche caprina es superior a la bovina, destacandose la alta
concentracion de calcio (Chacon et al., 2005). Para el diagnéstico molecular
por PCR este dato no es menor, ya que este elemento es un inhibidor de la
ADN polimerasa, requiriéndose de procedimientos eficientes tanto en la
extraccion como en la purificacién del material genético que se obtiene a

partir de esta matriz (Abu Al-Soud et al., 1998).

Previamente hemos logrado establecer que la leche caprina es una
matriz que permite la deteccion de micobacterias (Rocha, 2018) al igual que
se ha descripto en leche proveniente de otras especies (Zuméarraga et al.,

2012).

En la puesta a punto de la PCR-IS6110 en leche de bovinos, se
establecié que con la dilucién del ADN obtenido 1/20 en agua, se lograba
contrarrestar los efectos de los inhibidores de la muestra sin condicionar la
sensibilidad (Zumarraga et al., 2012). A pesar de que la leche de cabra es
MAs rica en calcio, y este elemento es un gran inhibidor de la PCR, pudimos

observar que realizando la misma dilucion del ADN extraido a partir de
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leche caprina, en la mayoria de los casos también se logra la amplificacion,
sin gque los inhibidores afecten la reaccion. En este trabajo se detectaron
tres muestras con inhibidores, pero que luego de realizar una dilucion

adicional del ADN en agua se logro contrarrestar dicho efecto.

La técnica de PCR permite detectar material genético de
micobacterias en diferentes muestras como tejido, materia fecal y leche
(Araujo et al., 2014b). De esta ultima, hay mdltiples reportes en bovinos
(Zumérraga et al.,2012; Eregat et al., 2013; Timms et al., 2015). Sin

embargo, no hay reportes en leche fluida caprina a nivel local.

Si bien la técnica de PCR de punto final aqui empleada es
reproducible, existen factores que impactan en la eficiencia de la
amplificacion de una determinada regiébn genémica, como por ejemplo la
calidad del ADN templado a utilizar. En este marco, existen multiples kits
comerciales (Husakova et al.,, 2020) y diferentes estrategias para
concentrar y extraer el ADN de las micobacterias, entre ellas la captura con
perlas magnéticas (Dundas et al., 2008). Sin embargo, como estos insumos
todavia son excesivamente costosos en el mercado local, es que se
selecciond un protocolo que permitiera la extraccion de ADN con buen
rendimiento y calidad. Por ello, en este trabajo se utiliz6 el método de
extraccidn con solventes organicos (fenol /cloroformo/alcohol isoamilico),
mediante un protocolo que se habia estandarizado en el laboratorio
(Zumarraga et al 2005). En este trabajo pudimos comprobar que el
rendimiento, en cuanto a la calidad del material genético extraido y su
concentracion, fueron aceptables como pudo determinarse por

espectrofotometria. Esto se correlaciona con los resultados obtenidos
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previamente en leche caprina (Rocha et al., 2018), donde se compararon
dos métodos de extraccion. En dicho trabajo, se concluyo que el método
de extraccion de solventes organicos demostro resultados superiores, tanto
en la calidad como en la cantidad del material genético obtenido, en
comparacion a un método de extraccion que utiliza mini columnas de silica
comercial. Asimismo, se correlaciona con los resultados obtenidos en leche
bovina en rodeos de la provincia de Santa Fe (Zumarraga et al., 2012). En
ese trabajo se demostrd la presencia M. bovis en leche de tanques de
tambos de diferentes rodeos bovinos, aun de establecimientos certificados

oficialmente libres de la enfermedad.

Como primera etapa, se realizo la comparacion de la PCR de punto
final con la modificacién de Touch-Down (Zumarraga et al., 2005) utilizando
diferentes secuencias gendémicas 1S6110 y Rv2807, y TbD1 con el fin de

evaluar la sensibilidad analitica.

La diferencia en la sensibilidad obtenida con cada sistema de
amplificacion evaluado, puede atribuirse a distintos factores que la afectan
como la matriz a partir de la cual se extraen los acidos nucleicos, su

composicion, la calidad de ADN obtenido, etc.)

La mayor sensibilidad analitica en leche se obtuvo con IS6110 y
TbD1, siendo el limite de deteccién de 7x10%2 UFC/mL contra 7x10° UFC/mL
para Rv2807, Por otra parte, con LAMP-IS6110 el limite de deteccion

alcanzado fue de 7x103 UFC/mL.

Este valor se comparé con el trabajo realizado previamente con

Rocha y col., (2018) en el que aplico el mismo protocolo de contaminacion
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artificial de leche caprina, realizando la extraccion con el método fenol
cloroformo isoamilico y usando PCR-1S6110 Touch-Down, pudiendo
detectar hasta 1,5 x 10* UFC/mL. En ese caso la sensibilidad fue menor a

la detectada en este trabajo de tesis.

Este valor también se corresponde con lo publicado previamente por
Zumérraga y cols. (2005). En ese trabajo también se realiz6 el mismo
protocolo de contaminacion artificial de leche bovina con M. bovis, la
extraccién de ADN con fenol/cloroformo/isoamilico y la PCR-1S6110 Touch-
Down, pudiendo detectar hasta 1 x 102 UFC/mL (Zumarraga et al., 2005),

sensibilidad menor a la detectada en este trabajo de tesis.

Al analizar las secuencias evaluadas, hemos corroborado que La
PCR-1S6110 y la PCR-Rv2807 detectaron el mismo niumero de muestras
positivas (11) concordando en 6 de los 14 cultivos positivos. Por otra parte,
las PCR-IS6110 y Rv-2807 concordaron en 5 muestras que fueron
negativas, pero con cultivo positivo. Asimismo, de las 24 muestras
analizadas 14 muestras que tuvieron cultivo positivo fueron positivas por
PCR-TbD1, por otra parte, de los 10 cultivos negativos, 5 tuvieron PCR-
TbD1 negativa. Por otra parte, el 58,3% (14/24) de los animales IDR
positivos fueron confirmados como tuberculosos por cultivo, y el 72,2%
(13/18) de las lesiones detectadas durante la necropsia tuvieron
aislamientos de M. bovis. Esto también pone de manifiesto la importancia

gue tiene los métodos tradicionales de diagndstico in vivo y post-mortem.

Cabe aclarar que todos los cultivos de leche de los animales
confirmados como tuberculosos fueron negativos. Esto se correlaciona con

las distintas experiencias realizadas en el laboratorio con leche de vaca,
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tanto de animales individuales (Bernardelli et al., 2005) como de tanque
(Zumarraga et al., 2012), en la que todos los cultivos dieron resultado
negativo, aun tratdndose de animales tuberculosos. La leche constituye una
muestra compleja de procesar por su alto contenido de grasa y ademas es
muy frecuente la contaminacion durante el prolongado tiempo de
incubacion de los cultivos. Asimismo, todas las muestras de animales libres
de tuberculosis tuvieron resultados negativos tanto por PCR con las

secuencias Rv2807, TbD1 e 1S6110 como por LAMP-1S6110.

Todos los aislamientos de M. bovis que fueron tipificados por
“Spoligotyping” tuvieron el espoligotipo SB0140, que es el mas frecuente
entre los aislamientos estudiados de Argentina (Zumarraga et al., 2013).
Por otra parte, este genotipo también es frecuente en aquellos paises que
tuvieron relaciones comerciales con el Reino Unido y fueron importadores

de razas britanicas (Cataldi et al., 2002; Smith et al., 2011).

En este trabajo se realizaron curvas de diluciones para determinar el
limite de deteccidén en agua y leche, con las diferentes secuencias blanco.
Hemos observado que el limite de deteccion en leche aumentd (menor
sensibilidad analitica) en un orden de diluciobn para Rv2807, en
comparacion con el limite de deteccion obtenido en la curva de agua. Esto
puede atribuirse a distintos factores como la estabilidad de los primers, la
complejidad de la composicion de la matriz evaluada, y también al tiempo
de conservacion del ADN luego de ser extraido. Sin embargo, con LAMP-

1IS6110 y PCR-IS6110 y TbD1 no hubo diferencias.

Por esta razén se recomienda realizar las curvas de diluciones con

muestras nuevas para reducir los efectos de la degradacion del ADN.
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Los resultados de PCR positiva en leche de los animales con IDR
positiva y cultivos de tejidos negativos, podria explicarse considerando que
el proceso de descontaminacion de la muestra previo al cultivo puede
inactivar al 90 % de los bacilos viables, situacion critica cuando las lesiones
son microscopicas y la carga bacilar es baja. Asimismo, la excrecion de
bacilos por leche podria ocurrir antes de que se formen y visualicen

lesiones.

Si bien la PCR es uno de los métodos moleculares mas aplicables
para la detecciébn de patdégenos, debido a su rapidez, especificidad, y
sensibilidad, este método también tiene algunas limitaciones, como por
ejemplo el tiempo que insume el ciclado y la electroforesis (5 horas en
promedio), la utilizacion de equipamiento costoso como lo es el
termociclador, la cuba de electroforesis, la fuente de poder, el
transiluminador de luz ultravioleta y registrador fotogréafico, y por ultimo para
la deteccion de los productos de PCR se requiere el uso de quimicos
mutagénicos como lo es bromuro de etidio, aunque éste ya esta siendo
reemplazado por otros colorantes mas seguros como el SYBR Safe, SYBR
Gold y Gel Red, entre otros. Dichas limitaciones han condicionado la
aplicacion de este método en laboratorios bien equipados y con buena
infraestructura en cuanto a bioseguridad. En este sentido, surgio la
imperiosa necesidad de contar con métodos mas simples y eficientes que
puedan aplicarse en laboratorios de baja complejidad (Keikha, 2018). Estas
caracteristicas las reune el LAMP. De este modo, una de las ventajas de la
reaccion de LAMP-IS6110 que se evalu6 en este trabajo, fue la duracién

del procedimiento experimental, en comparacion con la PCR. Solamente
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se necesitaron 60 min de incubacion para completar el ensayo LAMP-
IS6110 en comparacion con las 3 hs de ciclado del ensayo de PCR de punto
final. Sumado a esto hay que considerar que en LAMP la visualizacion es
instantanea mientras que la PCR de punto final requiere de la realizacion
de una la electroforesis horizontal para separar y visualizar los productos

amplificados, actividad que insume otras dos horas aproximadamente.

En este trabajo, hemos utilizado un LAMP-1S6110 para identificar a
caprinos infectados con TB mediante la deteccién del complejo M.
tuberculosis, a partir de muestras de leche fluida. Se obtuvieron resultados
positivos en el 50% (12/24) de las muestras provenientes de animales
tuberculosos, 6 de las cuales fueron confirmados por cultivo. Los primers
de este LAMP-IS6110 fueron descriptos por Aryan y col., (2010), quienes
aplicaron la reaccién para la deteccion del CMT en muestras de humanos
obteniendo mayor sensibilidad que las muestras por PCR anidada.
Asimismo, se determin6 que el método de LAMP-1S6110 fue un orden de
dilucion menos sensible respecto de PCR-1S6110 Touch-Down y TbD1. En
los protocolos LAMP, uno de los colorantes que se utliza para la
visualizacion de los productos amplificados es el SYBR Green. Dicho
colorante se comercializa en solucion de DMSO con una concentracion de
10.000 x. Se lo utiliza en gPCR en una concentracion de 0,16x mientras
que en LAMP a 1.000x. Esto trae como consecuencia la inhibicion de la
polimerasa Bst y por lo tanto la adicion del colorante a la mezcla de reaccion
se realiza generalmente después de culminada la misma. Esto tiene como
riesgo la contaminacion ya que requiere la apertura de los tubos. Como

alternativa, se lo puede introducir en el tubo, pero manteniéndose separado
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fisicamente del resto de los reactivos hasta que finalice la reaccion
(Trangoni et al., 2017). En este trabajo se utilizo SYBR Gold y se lo agregé
en el interior de la tapa del tubo de la reaccién. Una vez culminada la
reaccion, mediante una ligera agitacion se puso en contacto con el resto de
los reactivos y los productos de amplificacion, lograndose la visualizacion
sin necesidad de la apertura de los tubos. Trangoni y col. (2017),
describieron esta estrategia de LAMP en sistema cerrado para la deteccion
visual por punto final de Brucella spp. y Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis.

Por otra parte, en el presente trabajo también se utilizé el colorante
HNB. Se observé que la diferencia entre un resultado positivo de uno
negativo era muy sutil y subjetivo (dependiente del operador) mientras que
cuando se utiliz6 SYBR Gold se logré una buena visualizacién diferencial
tanto con luz blanca y solar como con luz azul, con la que se mejor6é alin mas
el sistema de deteccion de los productos amplificados. No se obtuvieron
buenos resultados cuando se expusieron los tubos a una fuente de luz UV,

ya que los controles negativos también fluorescian.

Si bien un resultado positivo no permitiria conocer si la infeccion se
da por M. bovis o por otro miembro del CMT como M. caprae, hasta el
momento esta especie no ha sido detectada entre los aislamientos de cabra
analizados en nuestro pais. Ademas, esta especie tampoco fue identificada
en otros paises de la region como Brasil (Carneiro et al; 2019; Zumarraga
et al., 2013 y 2008). Esto constituye una estrategia que nos permite contar
con una herramienta adecuada para la identificacion de casos de TB

causados por esa especie, en caso que llegara a ingresar al pais e infecte
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a los rebafos caprinos. Cabe destacar que en otras regiones como la
peninsula Ibérica la infeccion en caprinos ocurre principalmente por M.

caprae (Aranaz et al., 1999 y 2003; Rodriguez et al., 2011).

En lo que respecta a la estimacion de la excrecion de M. bovis por
leche, se realizaron experiencia piloto para poner a punto el sistema de
gPCR-TbD1. En las dos muestras que pudieron analizarse se observé una
gran variacion en la concentracion del ADN de M. bovis detectado. Estas
muestras provinieron de animales con distinto grado de patologia, lesiones
generalizadas en un caso y lesiones en el sistema respiratorio en el otro. El
animal mas afectado fue el que menos bacilos excret6 por leche. En este
ensayo la evaluacion se realiz6 considerando un Unico momento de la
infeccién, el cual fue previo a la faena de los animales. Se requiere
continuar con la optimizacion del método para futuros estudios como
establecer el riesgo de diseminacion en el tiempo, ya que cuando los
animales con tuberculosis excretan micobacterias por leche lo hacen en
forma intermitente, y también poder establecer una asociacion con la

patologia del animal.

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen la base para
proseguir con los ensayos correspondientes a las validaciones ya que se
requiere del andlisis de un mayor nimero de muestras con las
correspondientes réplicas biologicas y técnicas. Cabe mencionar que la
logistica de coleccion, remision y procesamiento de muestras se vio
afectada durante la pandemia, condicionando el analisis de mas muestras.
Sin embargo, los resultados obtenidos con las muestras analizadas hasta

el momento fueron Optimos y alentadores para continuar con este trabajo.
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Considerando estos antecedentes y los resultados obtenidos en este
trabajo de investigacion en el que se evaluaron distintas secuencias blanco
de PCR de punto final y también un método de amplificacion isotérmica es
que se puede concluir que el método de LAMP-IS6110 en leche, puesto a
punto en esta tesis, relne todas las caracteristicas para poder ser
transferido e implementado en laboratorios de baja complejidad en distintos
puntos del pais creando una nueva perspectiva para encarar la
problematica de la enfermedad en Argentina ya que podria aplicarse a
campo como herramienta preliminar point of care en las tareas de vigilancia
epidemioldgica de majadas libres de la enfermedad como técnica de rapida
identificacion del complejo M. tuberculosis, en casos de brotes de la
enfermedad o de majadas en etapa de saneamiento complementariamente
a las técnicas oficiales de diagnostico e incluso podria utilizarse en
muestras de leche de tanque. Cabe mencionar que una de las principales
ventajas de trabajar con muestras de leche es que se pueden tomar tantas

muestras como sean necesarias.

Por todo lo expuesto la hip6tesis propuesta fue contrastada y
aceptada, sustentando a las técnicas moleculares para la deteccién de M.
bovis como herramientas de apoyo al “Plan Nacional de Control y

Erradicacion de la tuberculosis bovina”.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

-Se logro poner a punto y adaptar un sistema cerrado de amplificacion
isotérmica mediada por bucles (LAMP-IS6110) para ser transferida e
implementada en laboratorios de baja complejidad como método preliminar
de diagndstico mientras que PCR-TbD1 como método de laboratorios de

referencia.

-La matriz, leche de cabra, afect6 el limite de deteccion de PCR-Rv2807
respecto a la curva de diluciones en agua, contrariamente a lo observado

con 1S6110, TbD1 y LAMP-IS6110 que fueron similares.

- Se detecto la presencia de animales con tuberculosis mediante el analisis
de la leche con distinta sensibilidad diagndstica, siendo maxima para PCR-
TbD1 y seguida por LAMP-1S6110, PCR-IS6110 Touch-Down y PCR-

Rv2807 Touch-Down, que tuvieron la misma sensibilidad.

-La excrecion de M. bovis por leche fue variable en las dos muestras de los
animales tuberculosos analizadas en un Unico tiempo, requiriéndose de

continuar con la optimizacion del método para futuros estudios.

Conclusion final

Los resultados obtenidos en este trabajo podrian contribuir con el
control sanitario de calidad total en la cadena de produccion, aportando una

potencial herramienta complementaria para la identificacion de rodeos
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caprinos infectados, en el marco del Plan Nacional de Control y

Erradicacion de la Tuberculosis bovina (Resol. 128/12, SENASA).
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CAPITULO VII
ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.
BAAR: Bacilos acido alcohol resistentes.
BCG: Bacilo de Calmette-Guerin.
BSL Il: cabina de seguridad biolégica nivel 2.
Ct: Ciclo threshold (umbral).
CMT: Complejo Mycobacterium tuberculosis
CICVyA: Centro de Investigacion de Ciencias Veterinarias y Agronémicas.
dNTPs: Desoxnucleoétidos trifosfato.
D.O: Densidad 6ptica.
F:C:l: Fenol, cloroformo, alcohol isoamilico.
H20: Agua.
HNB: Hidroxy Naphthol Blue.
IABIMO: Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular.
INF-y: Interferon gamma.
IDR: Intradermorreaccion.
LAMP: Loop-mediated isothermal amplification (amplificacion isotérmica
mediada por bucles).
M. bovis: Mycobacterium bovis.
mL: mililitro.
MNT: Micobacterias no tuberculosas.
ng: hanogramo.
OADC: Acido oleico albimina glucosa y catalasa.
pb: Pares de bases.
PBS: Phosphate Buffered Saline (buffer fosfato salino).
PPD: Derivado proteico purificado.
PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
gPCR: PCR cuantitativa.
SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria.
TB: Tuberculosis.
TbD1: Delecién 1 en Mycobacterium tuberculosis.
TBB: Tuberculosis bovina.
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TD: Touch-Down

UNLZ: Universidad Nacional de Lomas de Zamora.

UFC: Unidad formadora de colonia.
pL: microlitro.

UV: Ultravioleta.

VPP: valor predictivo positivo.
VPN: valor predictivo negativo.
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CAPITULO IX
ANEXOS

9.1. Extraccién de ADN a partir de un cultivo de micobacterias

1- Resuspender una anzada de micobacterias en 400 uL de Buffer TE 1x.

2- Inactivar por calentamiento a 80°C durante 20 min.

3- Incubar con 50 uL de lisozima (10mg/mL) una hora a 37°C (preferible 12

hs.).

4- Incubar a 65°C durante 10 min con 75 uL de SDS (10%) / 10 uL de

proteinasa K (10mg/mL).

5- Agregar 100 uL de NaCl 5M, 100uL de CTAB, agitar en vortex hasta que

tome un aspecto lechoso, e incubar a 65°C durante 10 min.

6-Agregar 750 uL de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), agitar y

centrifugar a 12000 rpm durante 5 min.

7- Transferir la fase acuosa (superior) a otro tubo, agregar 450 uL de alcohol
isopropilico, e incubar a -20°C por lo menos durante 30 min (preferible 12

h).

8- Centrifugar a 12000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente.

9- Descartar el sobrenadante, agregar 1 mL de etanol (70%) frio, centrifugar

5 min, y descartar el sobrenadante.

10- Centrifugar brevemente 10 segundos, eliminar el etanol remanente con
pipeta, y dejar secar por evaporacion a temperatura ambiente o 5 min. a
60°C.
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11- Resuspender en 20 uL de buffer TE 0,1x.

12- Una vez disuelto el ADN, conservar a —20°C.

9.2. Método de extraccion Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico
(Zumarraga et al., 2012)

1) Centrifugar 50mL de leche a 3.000 RPM durante 20 min.

2) Tomar 250uL del pellet y 250uL del sobrenadante (capa de grasa) y

colocarlos en un tubo de 2mL.

3) Agregar 100uL de Buffer TE1x (Tris-EDTA) y se homogenizar,

4) Agregar 100 pL de SDS 10% y 20 pyL de proteinasa K (10mg/mL), e

incubar a 65°C durante 40 min

5) Incubar a 100°C durante 10 min.

6) Realizar dos extracciones con igual volumen (vol.) de (F:Cl:l) 25:24:1
(saturado con buffer Tris10mM, pH 8, EDTA 1mM; Sigma Aldrich). Se
agrega (F:Cl:l), se mezcla por inversion aproximadamente treinta veces, y
luego se centrifuga durante 10 min. a 12.000 rpm. El sobrenadante se
transfiere a un tubo limpio, y se agrega un nuevo volumen de F:Cl:l, y se

procede de la misma manera.

7) Realizar una extraccion con cloroformo / alcohol isoamilico (CI:1) 24:1.

Al sobrenadante del paso anterior, se le agrega igual volumen de Cl:l, se
mezcla por inversién aproximadamente 30 veces, y luego se centrifuga
durante 10 min. a 12000 rpm y se transfiere el sobrenadante a un nuevo

tubo.
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8) Agregar 100 uL de NaCl 5M.

9) Agregar 0,6 vol de isopropanol e incubar a —20°C durante 12hs.

10) Centrifugar a 12.000 rpm durante 15 min.

11) Descarto el sobrenadante y realizar dos lavados con etanol 70% frio.

12) Centrifugar 10 seg., eliminar el exceso de alcohol con pipeta y dejar

secar a 65°C durante 5min.

13) Suspender en 20 pL de agua libre de DNAsas.

14) Realizar una dilucién 1/20 con agua libre de DNAsas.

9.3. “Spoligotyping” (Kamerbeek et al., 1997)

Se utilizé el Spoligotyping kit (Ocimum Biosolutions Company,

Hyderabad, India) segun el protocol siguiente:

9.3.1. Amplificaciéon de la regién de repeticiones directas (DR):

La mezcla para la amplificacion de la region DR consistiéo en : buffer
(Tris-HCI 10 mM, pH 9,0; KCI 50 mM, y Triton X-100 al 0,1%), 2 mM de
MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 20 pmoles de cada iniciador (DRa
GGTTTTGGGTCTGACGAC, biotinilado en el extremo 5 y DRb
CCGAGAGGGGACGGAAACQC), 10ng de templado y 1,25U de Taq ADN
polimerasa, en un volumen final de 50uL. El programa de ciclado fue 96°C
3 min. seguido de 30 ciclos de 96°C 1 min. 55°C 1 min. 72°C 30 seg. y

una extension final a 72° durante 10 min.
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9.3.2. Hibridacion de los productos de PCR a la membrana

conteniendo los oligonucleoétidos espaciadores y deteccién.

a) Lavar la membrana filtro a 60 °C durante 5 min. en 250 mL de SSPE

2x/ISDS0,1% con agitacion.

b) Ubicar la membrana en el miniblotter sobre una almohadilla sintética, con
la fase donde fueron fijados los oligonucleétidos espaciadores hacia arriba
y en sentido perpendicular a la siembra de los productos amplificados (la
membrana tiene dos lineas marcadas con tinta, las cuales deben quedar

sobre la linea de agujeros superior e inferior del miniblotter)

c) Agregar 20 puL de los productos de PCR a 150 uL de SSPE 2x /SDS

0,1%.

d) Desnaturalizar por calentamiento a 100°C durante 10min. y colocar el

tubo inmediatamente en hielo.

e) Quitar por aspiracion el buffer residual contenido en el miniblotter.

f) Llenar las ranuras con los productos de PCR diluidos y desnaturalizados
(evitando la formacion de burbujas) e hibridar a 60 °C en horno durante 1
hora sin agitacion. La primera y la tltima ranura del miniblotter debe llenarse

con buffer.

g) Aspirar las muestras y quitar la membrana del miniblotter.

h) Lavar la membrana dos veces en 250 mL de SSPE2x /SDS 0,5% durante

10 min. a 60°C con agitacion.
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i) Colocar la membrana en una botella de hibridacion, dejarla enfriar, e
incubar con estreptavidina peroxidasa (1:4000) en SSPE2x /SDS 0,5%

durante 40-60 min. a 42°C con rotacidn constante en horno de hibridacion.

j) Quitar la membrana de la botella de hibridacion, y realizar dos lavados

con 250 mL de SSPE 2x / SDS 0,5% de 10 min. c/u a 42°C con agitacion.

k) Realizar dos lavados con 250 mL de SSPE 2x, de 5 min. c/u, a

temperatura ambiente con agitacion.

[) Incubar la membrana durante 1 min. con el reactivo de

quimioluminiscencia (20 mL de ECL Amersham Biosciences).

m) Cubrir la membrana con un nylon transparente y exponerla a un film

sensible (Hyperfilm- ECL, Amersham) en un cassette durante 5min.

n) Revelar el film en cuarto oscuro.

9.3.3. Deshibridacion de la membrana

Para reutilizar la membrana es necesario remover los productos de PCR

hibridados.

a) Lavar la membrana dos veces por incubacién en 1 litro de SDS 1% a 80

°C durante 30 min.

b) Lavar la membrana en 250 mL de EDTA 20 mM pH 8, durante 15 min. a

temperatura ambiente.

c) Conservar la membrana a 4 °C (sellada con nylon para evitar que se

deshidrate) hasta que se utilice nuevamente.
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9.3.4. Interpretacién del “Spoligotyping”

Un patrén de “Spoligotyping” (espoligotipo) es definido por la
presencia o ausencia de cada uno de los 43 espaciadores. Asi, una
muestra es identificada como Mycobacterium bovis cuando estan

ausentes los espaciadores 3; 9; 16; y 39 a 43.

9.4. PCR de los genes esxA y esxB

Para la amplificacion de esxA se utilizaron los primers esxAfLM
GAGAGATCTCATGACAGAGCAGCAGTGGAATTTC) y esxArLM
(GTTGGATCCTGCGAACATCCCAGTGACG), que amplifican un producto
de 288pb. Para la amplificacibn de esxB se usaron los primers esxBf
(TGACAACAGACTTCCCGG) y esxBr (CGATACCCGCGAAATTC) que
amplifican un fragmento de 450 pb. La mezcla de la reaccion consistio en
buffer 1x, MgCI2 1,5mM; 20nM de cada primer; 1,25 U de polimerasa
(GoTaqg Polymerase Promega Corp., USA), 0,2mM de cada
desoxinucleétido trifosfato (ANTPs) y agua apir6gena estéril csp volumen
final de 50 pL. El programa de ciclado fue el mismo para ambos genes.
95°C 3 min seguido de 30 ciclos de 95°C 1 min a, 55°C 1 minay 72°C 30
seg. con una extensioén final a 72°C durante 5 min (Encinas et al., 2018).
Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en agarosa al 2%

con bromuro de etidio y visualizados por exposicién a la luz UV.
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9.5. Preparacion de las soluciones

Buffer TE 10 x (Tris EDTA): 100mM Tris/HCI, pH8; 10mM EDTA.

Buffer SSPE 10x: 0,1 M NazHPOa4. 2 H20; 1,8 M NaCl; 10mM EDTA; pH
7,4.

Buffer TAE 50x: (Tris acético EDTA): 2M Trizma Base, 0,1M EDTA, 0,65
mM &cido acético.

CTAB/NaCl: Disolver 4,1 gr de NaCl en 80 mL de agua destilada. Mientras
se agita agregar 10 g de CTAB, (bromuro de N-cetil-N,N,N, trimetil amonio).
Si es necesario, calentar la solucion a 65°C. Llevar a 100 mL con agua

destilada (Kamerbeek et al., 1997).

Lisozyma 10mg/mL (se prepara en la concentracion mencionada en

agua).

Proteinasa K 10mg/mL (se prepara en la concentracibn mencionada en

agua).
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