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GLOSARIO

BAAR: bacilos acido alcohol resistentes

CICVyA-INTA: Centro de Investigacion en Ciencias Veterinarias y Agronémicas-
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

CMT: complejo Mycobacterium tuberculosis

DPP: derivado proteico purificado

DR: repeticiones directas

FAOQ: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
FCM: factor quimiotactico de macrofagos

GL: gangtios linfaticos

H-E: hematoxilina-eosina

HPC: cloruro de hexadecilpiridinio

IDR: intradermorreaccion

IFNy: Interferéon gamma

IMC: inmunidad mediada por células

INNPAZ: Instituto Panamericano de Proteccion de Alimentos y Zoonosis
iNOS: 6xido nitrico sintetasa inducible

INPPAZ: Instituto Panamericano de Proteccion de Alimentos y Zoonosis
LAM: lipoarabinomanano

LCT: lesiones compatibles con tuberculosis

LJ: Lowestein-Jensen

M. bovis: Mycobacterium bovis

M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis

MIRUs: unidades intercaladas repetitivas en micobacterias
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MNT: micobacterias no tuberculosas

NaOH: hidréxido de sodio

NO: novillo

NT: novillito

OIE: Organizacion Internacional de Epizootias

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

RENSPA: registro nacional sanitario de productores agropecuarios
RFPLs: polimorfismo en longitud de los fragmentos de restriccion.
SAGPyA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacién
SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
ST: Stonebrink

TB: tuberculosis

TBB: tuberculosis bovina

TE: ternero

TFN: Factor de Necrosis Tumoral

TLR: receptores tipo tool

TO: toro

UNRC: Universidad Nacional de Rio Cuarto

VC: vaca

VIG: visualizador de informacion georreferenciada

VNTR: repeticiones en tdindem de niimero variable

VQ: vaquillona

Z-N: Ziehl Neelsen
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RESUMEN

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infecciosa cronica que afecta a

los bovinos y otras especies de animales domésticos, silvestres libres o en cautiverio y
también al hombre.

Su presencia en la poblacion bovina limita la potencialidad del sector ganadero,
con consecuencias negativas sobre la rentabilidad, el comercio interno y externo, la
calidad de las proteinas producidas, el consumo de subproductos y la salud humana.

Argentina cuenta desde el afio 1999 con un Plan Nacional de Control y
Erradicacion de la TBB, el mismo, ha sido recientemente modificado (Resolucion
SENASA N°128/12). Entre otros cambios se han incorporado al control las especies
caprina y ovina y se ha implementado obligatoriamente el Sistema de Vigilancia
Epidemiologica en faena, tomando como base los nuevos procedimientos de
actualizaciéon electronica de la informacién provistos por el Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA). El objetivo del registro informatico del
SENASA es conocer en qué situaciones epidemioldgicas se encuentran los rodeos y la
trazabilidad de los mismos para poder realizar la caracterizacion epidemiolodgica de la
TBB a nivel pais, realizando un analisis geografico de la distribucion de la enfermedad
y su posterior regionalizacion. Sobre la base de ese diagndstico inicial de la enfermedad
se deben establecer programas de control y erradicacion regionales adecuados a cada
necesidad.

En nuestro pais, la intradermorreaccién (IDR) es la unica técnica aprobada para
la deteccion de la enfermedad en ganado en pie y la comercializaciéon de bovinos. En los

ultimos afios la biologia molecular ha contribuido a la identificacion y caracterizacion
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molecular de micobacterias. La genotipificacion por diversos métodos moleculares
resulta de suma importancia para comprender la patogenia y la epidemiologia de la
enfermedad y para tomar medidas de control adecuadas ya que diversos estudios han
demostrado que el curso de la infeccion y sus consecuencias epidemioldgicas dependen
en gran parte de la diversidad genética de las cepas actuantes.

El presente trabajo propone avanzar, profundizar y contribuir en el conocimiento
de la TBB en la provincia de Cérdoba, enfermedad de alto impacto en la salud animal y
humana, ya que es un tema cuyo desarrollo, a diferencia de lo que ocurre con el agente

de la tuberculosis humana, no ha sido profundamente investigado en esta provincia.

HIPOTESIS

En la provincia de Cordoba, Argentina, existen distintos genotipos de M. bovis
que provocan lesiones macroscopicas de diferente grado en bovinos. El predominio del

genotipo actuante depende del origen geografico de los animales.

OBJETIVO GENERAL

Clasificar los diferentes genotipos de M. bovis hallados en bovinos faenados en la
provincia de Cérdoba, Argentina, relacionarlos con las caracteristicas macroscdpicas de

las lesiones y analizar su distribucion espacial.

OBJETIVOS PARTICULARES

1- Desarrollar un sistema de registro para recolectar la informacién que genera el frigorifico
con el fin de analizar, interpretar y evaluar los datos de origen de los animales y de tipo y

distribucion de lesiones obtenidas en la inspeccion.
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Confirmar, mediante diagnostico bacterioldgico e histopatoldgico, la etiologia de las
LCT detectadas por los Servicios de Inspeccion Veterinaria.

Identificar y tipificar molecularmente los aislamientos obtenidos mediante la técnica de
spoligotyping.

Relacionar los aislamientos de M. bovis genotipificados, con la ubicacién anatémica de
las lesiones y con las caracteristicas macroscopicas de las mismas.

Estudiar si existen diferencias en la virulencia de diferentes cepas de M. bovis.
Georreferenciar los diferentes genotipos de M. bovis hallados en la provincia de

Cordoba, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

En la primera etapa del trabajo se confeccioné una planilla de datos para ser
utilizada en el muestreo de cada bovino y poder sistematizar y analizar la informacién
obtenida. Se registrd, por un lado, el numero de Registro Nacional Sanitario del
productor Agropecuario (RENSPA) para poder acceder a los sistemas de
georreferenciacion de los establecimientos provistos por el SENASA y, por otro lado,
se describieron las caracteristicas particulares de las lesiones compatibles con
tuberculosis (LCT) observadas en cada animal obteniéndose finalmente un score de
virulencia para cada uno.

Las faenas se realizaron en un frigorifico de transito federal de la provincia de
Cordoba, Argentina, en el que se recolectaron 311 muestras de tejidos pertenecientes a
150 bovinos con LCT. Se realizé el diagndstico bacteriologico e histopatolégico de las

muestras obtenidas y los aislamientos fueron tipificados por la técnica de spoligotyping.
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La georreferenciacion de los aislamientos obtenidos se realizé mediante el
programa visualizador de informacion georreferenciada (VIG) provisto por el SENASA
y las aplicaciones de google maps.

Para analizar las LCT y establecer la existencia o no de asociaciéon entre la
virulencia y el spoligotipo actuante se realizo el test no paramétrico Kruskal Wallis.
Para esto sdlo se tuvieron en cuenta las muestras con aislamiento bacteriolégico positivo

y tipificaciéon molecular (n=134).

RESULTADOS

De los 150 bovinos muestreados, 134 fueron positivos al aislamiento
bacteriologico.

El 49,25% (n=66) de los bovinos procedian de establecimientos particulares,
mientras que el 50,75% (n=68) de remates ferias. En el primer caso, se pudo establecer
la georreferenciacion de los mismos, pero en el segundo caso, en donde los animales
provenian de remates feria, el reemplazo del nombre del propietario por el de la firma
consignataria imposibilité determinar el origen de la hacienda.

Todas las cepas aisladas fueron genotipificadas como M. bovis encontrando 19
patrones diferentes de spoligotipos: 9 agrupados, 8 unicos y 2 unicos y exclusivos.

El spoligotipo mas frecuente fue el SB0140, que se encontr6 en el 49,25% de los
aislamientos (n=66), seguido por el SB0153 y SB0145 que se observaron en el 11,20%
(n=15) y 9% (n=12) de los aislamientos respectivamente. EI SB0120 (mismo
spoligotipo de la cepa vacunal M. bovis BCG) y el SB0130 se identificaron en 6,71%
(n=9) y 6% (n=8) de las muestras. El resto se distribuyé en 14 spoligotipos diferentes.

El 3,7% (n=5) pertenecieron al SB0273, 3% (n=4) al SB0484, 2,23% (n=3) al SB0520,
9
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y 1,49% (n=2) al SB0131. Los 8 aislamientos con spoligotipos unicos fueron los
SB1043, SB0980, SB0267, SB0996, SB1068, SB1016, SB1788 y SB0269. Los SB0820
y SBNN fueron unicos y exclusivos al no haber sido descriptos con anterioridad, no
habérselos detectado nuevamente y no estar registrados en la base de datos
internacional.

Teniendo en cuenta la gran diversidad de spoligotipos hallada en este estudio, en
el analisis estadistico se trabajo con los 8 que presentaban mayor frecuencia: SB0153,
SB0145, SB0120, SB0130, SB0484, SB0140, SB0273 y SB052 y que agruparon al 91%
del total de los aislamientos obtenidos. Al evaluar el score de virulencia por spoligotipo
se encontraron diferencias estadisticamente significativas que indican que algunos
patrones fueron mas virulentos que otros. El spoligotipo SB0273 resulté el mas
virulento y fue significativamente diferente de los spoligotipos SB0484, SB0140 y
SB0130. Los spoligotipos SB0120 y SB0153 se ubicaron en segundo y tercer lugar y
fueron estadisticamente diferentes del SB0130.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el resto de los

spoligotipos detectados en este estudio.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo a la hipétesis planteada se pudo demostrar que en la provincia de
Coérdoba existe una considerable diversidad de genotipos de cepas de M. bovis que han
sido caracterizadas y se encuentran disponibles para futuros estudios. Los diferentes
genotipos provocan lesiones macroscopicas de distintos grados en bovinos existiendo

diferencias que nos permiten inferir que algunos son mas virulentos que otros.

10
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En cuanto al predominio del genotipo actuante segin el origen geografico de los
animales, no se pudo realizar en la totalidad de las muestras debido a que no fue posible
identificar la procedencia de los bovinos en la mitad de los casos. La georreferenciacion
del foco de origen del animal tuberculoso a partir de lesiones detectadas en faena es
dificultosa en algunos casos bajo las condiciones actuales de trazabilidad de nuestro

pais.
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INTRODUCCION

Generalidades de la tuberculosis bovina

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infecciosa cronica que afecta a
los bovinos y otras especies de animales domésticos, silvestres libres o en cautiverio y
también al hombre (Thoen y Blood, 1995).

Su presencia en la poblacion bovina limita la potencialidad del sector ganadero,
con consecuencias negativas sobre la rentabilidad, el comercio interno y externo, la
calidad de las proteinas producidas, el consumo de subproductos y la salud humana.

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) es el principal agente etioldgico de
la tuberculosis en humanos pero se estima que Mycobacterium bovis (M. bovis),
principal agente causal de la tuberculosis en bovinos, es responsable de
aproximadamente un 0,3% de los casos de tuberculosis humana en €l mundo (Miiller y
col., 2013).

Actualmente, la tuberculosis (TB) en humanos continia siendo la causa mas
frecuente de muerte en adultos por un Unico agente infeccioso en los paises en vias de
desarrollo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en Argentina
aproximadamente unas 10.000 personas por afio se enferman de TB (WHO, 2012), y un
porcentaje de ellas es debido al contagio de la enfermedad desde los animales.

La TB en humanos producida por M. bovis ha sido considerada desde afios como
una de las principales zoonosis, mas ain cuando actualmente se ha comprobado la
transmision humano-humano en pacientes HIV positivos (Aguirre y col., 2007). Esto ha
generado mayor preocupacion y cautela sobre posibles fuentes de infeccidn a través de

14
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los alimentos de origen animal, provenientes de areas donde aun existe la tuberculosis
bovina (Aguirre y col., 2007).

Aunque el factor determinante en el inicio de los programas de control y
erradicacion de la TBB en los paises desarrollados fue el impacto de la enfermedad
sobre la salud publica, su importancia econémica también es un factor relevante. Se
estima que las pérdidas debidas a TBB en la Argentina, alcanzan los 63 millones de
dolares al afio, siendo el principal componente la pérdida de peso en los bovinos (36%
del total), las pérdidas en produccion de leche (13%) y el decomiso en frigorificos y
mataderos (10%) (SENASA, 2012).

Argentina cuenta desde el afio 1999 con un Plan Nacional de Control y
Erradicacion de la TBB; el mismo, ha sido recientemente modificado (SENASA
Resolucién N°128/2012) y entre otros cambios se han incorporado al control las
especies caprina y ovina y se ha implementado obligatoriamente el Sistema de
Vigilancia Epidemioldgica en faena, tomando como base los nuevos procedimientos de
actualizacidn electronica de la informacion provistos por el SENASA.

La prevalencia de TBB en la Argentina se puede estimar fundamentalmente a
través de la informacion de decomisos en frigorificos o por resultados de las
tuberculinizaciones en diferentes regiones.

En nuestro pais, la intradermorreacciéon (IDR) es la unica técnica aprobada
oficialmente para la deteccion de la enfermedad en ganado en pie y la comercializacion
de bovinos. Otras técnicas utilizadas son el dosaje de gamma interferén (IFNy) y
pruebas serologicas (OIE, Terrestrial manual, 2012). El diagndstico post mortem de la

enfermedad puede realizarse al encontrar lesiones tipicas durante la necropsia o por

15
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medio de la histopatologia pero la confirmacion definitiva depende del aislamiento del
M. bovis (Corner, 1994).

En los ultimos afios la biologia molecular ha contribuido a la identificacion y
caracterizacion molecular de micobacterias. La genotipificacion por diversos métodos
moleculares resulta de suma importancia para comprender la patogenia y la
epidemiologia de la enfermedad y para tomar medidas de control adecuadas (Barnes y
col., 2003) ya que diversos estudios han demostrado que el curso de la infeccién y sus
consecuencias epidemiologicas dependen en gran parte de la diversidad genética de las
cepas actuantes (Collins y col., 1994; Dunn y col., 1995, Aguilar y col. 2009, Meikle y
col., 2011, Wright y col., 2013).

Dentro de los diferentes métodos de tipificacion molecular se destaca la técnica de
spoligotyping. Esta es una técnica de hibridacion reversa cuyo principio se basa en la
deteccion del polimorfismo de una region especifica del genoma de las micobacterias
que forman parte del complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT), llamada region de
las repeticiones directas (DR) (Kamerbeek y col., 1997). La diversidad genética de
cepas indicaria que, ademas de factores estrictamente epidemiologicos, la variacion en
la frecuencia de deteccion de cada spoligotipo podria estar correlacionada con la
existencia de genotipos mas virulentos que otros. Los spoligotipos comunes a bovinos y
humanos denotan el riesgo de la transmision zoondtica de la TBB (Cicuta y col., 2001;
Aguilar y col., 2009; Zumarraga y col., 2010; Garbaccio y col., 2014).

El presente trabajo propone avanzar, profundizar y contribuir en el conocimiento

de la TBB en la provincia de Coérdoba, enfermedad de alto impacto en la salud animal y
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humana, ya que es un tema cuyo desarrollo, a diferencia de lo que ocurre con el agente
de la tuberculosis humana, no ha sido profundamente investigado en esta provincia.

Etiologia

» Taxonomia: Género Mycobacterium

Dentro del orden de los Actinomycetales se incluye a la familia
Mycobacteriaceae, Actinomycetaceae, Streptomycetaceae y Nocardiaceae. La familia
Mycobacteriaceae contiene un solo género, el género Mycobacterium, del que
antiguamente solo se conocian dos especies: el bacilo de la lepra (Mycobacterium
leprae) y el bacilo tuberculoso (Mycobacterium tuberculosis). Dentro del género
Mycobacterium se han descrito mas de 120 especies diferentes de micobacterias
(Dorronsoro y Torroba, 2007).

El término Mycobacterium significa hongo-bacteria y esta denominacion se debe
al aspecto de los cultivos, que se asemejan al de los hongos.

El género Mycobacterium comprende bacilos aerobios, Gram+, no mdviles ni
esporulados, de 0,2 a 0,6 x 1 a 10 um de tamafio dependiendo la especie. La pared
celular es rica en lipidos, que en algunos casos alcanza hasta el 60% del peso seco de la
misma, lo que convierte a la superficie en hidrofébica y a la micobacteria en resistente a

muchos desinfectantes y tinciones de rutina (Murray y col., 1999; Angala y col., 2014).

» Clasificacion de las micobacterias

El género Mycobacterium se divide en dos grandes grupos: el Complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMT) y las micobacterias atipicas o no tuberculosas

(MNT).
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e Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT): agrupa a micobacterias que

presentan >95% de homologia en su ADN. Estd compuesto, por Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), Mycobacterium bovis (M. bovis), Mycobacterium
caprae (M. caprae) (Aranaz y col., 1999; Kent y col., 1995), M. bovis BCG (bacilo
Calmette y Guerin; la cepa vacunal), Mycobacterium africanum, (M. africanum)
causante de enfermedad en humanos el Africa Occidental (Frothingham y col., 1999),
Mpycobacterium microti (M. microti) caracterizada por poseer la menor virulencia entre
las especies incluidas en este complejo; causa enfermedad en roedores (ratas silvestres)
y con escasa frecuencia TB en el hombre, principalmente en pacientes
inmunodeprimidos (Kremer y col., 1998; Horstkotte y col., 2001; Xavier y col., 2007),
Mpycobacterium canetii (M. canetti) descripta excepcionalmente en humanos (van
Soolingen y col., 1997) y Mycobacterium pinnipedi (M. pinnipedi) (Cousins y col.,
2003), causante de TB en lobos, elefantes y leones marinos entre otros. Recientemente
se han agregado al grupo Mycobacterium mungi (M. mungi) que afecta principalmente
a mangostas rayadas, una especie de mamiferos carnivoros que habitan en la region
central y oriente de Africa (Kathleen y col., 2010) y Mycobacterium orygis (M. orygis)
aislado de la familia de Bovidae (van Ingen y col., 2012).

Si bien el aislamiento de cualquiera de las micobacterias del CMT a partir de
muestras clinicas en humanos establece, por si mismo, el diagnostico de TB en el
paciente, su diferenciacion es importante porque existen caracteristicas epidemiologicas
diferenciales para el manejo de los mismos; por ejemplo, M. bovis posee una resistencia
natural a la pirazinamida, droga utilizada frecuentemente en los regimenes terapéuticos
de rutina en los pacientes tuberculosos (Dorronsoro y Torroba, 2007).

18
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e Micobacterias atipicas o no tuberculosas (MNT): aproximadamente entre el 5

y el 30% de las micobacterias aisladas en laboratorios clinicos de humanos
corresponden al grupo de las micobacterias no pertenecientes al CMT. Constituyen un
grupo muy numeroso, heterogéneo y dificil de sistematizar (Imperiale y col., 2012).

Algunas especies son muy ubicuas y poco patdégenas; otras son menos ubicuas y
su aislamiento tiene un alto valor predictivo de enfermedad; otras no tienen significado
clinico conocido y cada vez es mas frecuente la descripciéon de nuevas especies no
conocidas previamente.

Para clasificarlas y agruparlas, Runyon, (1959) propuso una division de las MNT
aisladas mas frecuentemente basada en caracteres sencillos de observar: el tiempo de
crecimiento y la pigmentacion de las colonias. Esa primera clasificacion sigue siendo
una guia de gran utilidad, especialmente para el bacteridlogo clinico y el médico.
Consta de cuatro grupos y no incluye las especies tipicas incluidas en el CMT vy las no
cultivables. Puesto que el objetivo del trabajo del bacteridlogo clinico es identificar el
aislamiento, debe saber caracterizar las especies patdgenas o potencialmente patogenas
y diferenciarlas del resto. Actualmente, los métodos moleculares, principalmente los
basados en la reaccion en cadena de la polimerasa, permiten identificarlas y

caracterizarlas rapida y eficazmente.

Caracteristicas del Género Mycobacterium

» Caracteristicas estructurales

Las micobacterias poseen multiples caracteristicas intrinsecas que las diferencian
del resto de las bacterias. Poseen una pared celular compleja. El fundamento estructural

consiste en un esqueleto de peptidoglicanos con moléculas de arabinogalactano-
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micolato unidas por fuerzas covalentes y esta cubierto por una capa de lipidos libres y
polipéptidos. El esqueleto peptidoglicano es relativamente uniforme en todas las
especies micobacterianas, y representa el componente principal de la pared celular. Al
igual que en otras bacterias, los puentes peptidicos entre las cadenas de peptidoglicano
transforman el esqueleto en una estructura rigida. Los acidos micdlicos son los lipidos
principales en la pared celular micobacteriana (Murray y col., 1999).

Los glucolipidos superficiales, entre los que se incluyen micosidos especificos de
especie (peptiglucolipidos, oligopolisacaridos) y glucolipidos fendlicos, son altamente
antigénicos. Las cadenas peptidicas de la capa externa son antigenos importantes desde
el punto de vista bioldgico que estimulan la respuesta de inmunidad celular frente a la
infeccion. Las preparaciones extraidas y parcialmente purificadas de estos derivados
proteinicos se emplean como reactivos en las pruebas intradérmicas para determinar la
exposicion previa a Mycobacterium (Murray y col., 1999).

La pared celular le otorga a las micobacterias las siguientes caracteristicas:

e Acido-alcohol resistencia a la tincién con fucsina fenicada, con forma de bacilo,
o0 baston curvado.

e Superficie hidrofébica.

e Carencia de toxicidad primaria, no produce endotoxina, ni exotoxina.

e Resistencia a las agresiones externas, al frio, la congelacion y la desecacion.
También estd incluida su resistencia natural a la gran mayoria de los
antimicrobianos y antisépticos. Sin embargo, es muy sensible al calor, la luz

solar y la radiacion ultravioleta, que matan rapidamente al bacilo.
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Respuesta inmune celular y reacciones de hipersensibilidad retardada por parte
de los peptidoglicanos, componentes proteicos de la pared, que representan
aproximadamente un 15% de su peso en seco. (Clemens, 1997; Asselineau y
Lanéelle, 1998; Angala y col., 2014).

Propiedades inmunosupresoras de los componentes polisacaridos, como los
arabinogalactanos (arabinosa-galactosa) aunque también son capaces de inducir
una respuesta humoral (Caminero, 2003). Los glucolipidos, localizados en la
periferia de la pared celular, funcionan como evasinas, facilitan que la bacteria
escape de la accion de los macrofagos, inhibiendo la fusion del fagosoma con el
lisosoma. Estas estructuras quimicas juegan un papel importante en la
patogénesis de las infecciones por micobacterias, a través de la interaccion con
las células efectoras del sistema inmune del hospedero (Clemens, 1997;
Asselineau y Lanéelle, 1998, Angala y col., 2014).

» Caracteristicas especiales

El género Mycobacterium posee algunas caracteristicas especiales que lo

diferencian del resto de las bacterias, que se describen a continuacion:

Capacidad de divisién lenta: en condiciones de laboratorio M. tuberculosis y M.
bovis se duplican cada 16-24 horas, a diferencia de la mayoria de las bacterias
que lo hacen en 20-60 minutos. Las colonias se hacen visibles en 3 a 8 semanas

en los medios a base de huevo Léwenstein-Jensen (LJ) y Stonebrink (ST).

e Aerobio estricto: lo que determina que su capacidad de metabolizacion y

crecimiento esté subordinada a la presencia de oxigeno y al valor del pH

circundante. Las condiciones ideales de multiplicacion del bacilo son pH 7,4 y
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una presion de oxigeno entre 100 y 140 mm de Hg. Por lo tanto se observa una
interdependencia entre la disposicion anatomica de la enfermedad y la tension de
oxigeno disponible en la zona.

e Polivalente segun el medio: sobre la base de las distintas caracteristicas del
medio, se admiten que existen cuatro posibilidades de crecimiento del bacilo a
describir: (Caminero, 2006).

*Metabdlicamente activas y en crecimiento continuo (estan situadas
principalmente en las lesiones cavernosas pulmonares, donde las condiciones de
pH y presién de oxigeno son dptimas).

*Gérmenes en fase de inhibicion 4cida (su crecimiento es inhibido por el
medio acido de los fagolisosomas de los macréfagos o por el pH 4acido existente
en zonas inflamatorias de la pared cavitaria).

*Gérmenes en fase de multiplicaciéon esporadica (localizados
preferentemente en el caseum so6lido, donde el pH es neutro; presentan largos
periodos de dormancia, con ocasionales y cortos periodos metaboélicos,
generalmente horas).

*Poblacion persistente o en estado de latencia (este estado del bacilo
aparece cuando no encuentra a su alrededor una situaciéon favorable como
tension de oxigeno y pH adecuado, pudiendo demorar su multiplicacién desde
varios dias hasta muchos afios € incluso nunca hacerlo).

e Pardsito intracelular: puede sobrevivir intracelularmente e inclusive
multiplicarse dentro de fagocitos, ya que actia interfiriendo con la actividad
bactericida de la célula (macrofago) del huésped. Tiene como estrategia evitar la
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fusion de los lisosomas fagociticos con el fagosoma, previniendo la descarga del
contenido lisosomal dentro del fagosoma. Sobrevive dentro del fagolisosoma ya
fusionado, debido a que producen enzimas como la catalasa, peroxidasa, que les
permiten resistir la accion de moléculas toxicas (inhibe la produccion de
superoxidos que se producen durante el proceso de fagocitosis).

o Virulencia variable: este aspecto se encuentra ampliamente estudiado en
humanos, donde es conocido desde hace afios que no todas las cepas de M
tuberculosis tienen la misma virulencia. Lépez y col., (2003) demostraron
mediante infecciones experimentales con diferentes genotipos de M.
tuberculosis, que cepas genéticamente distintas provocan diferencias
significativas en la patologia, respuesta inmune y mortalidad en un modelo
murino bien caracterizado de patologia pulmonar progresiva. La variedad Beijin
fue la mas agresiva induciendo una acelerada multiplicacion bacteriana en
pulmdn, neumonia temprana masiva y muerte de los ratones. Por su parte, €l
genotipo Canetti provocé enfermedad mas progresiva con multiplicacion
bacteriana lenta, neumonia limitada con granulomas en constante aumento y sin
mortalidad. Los genotipos de las familias Harlem y Somali demostraron tener
una virulencia intermedia entre los dos anteriormente citados y con resultados
menos homogéneos.

Poco se conoce acerca de este aspecto de M. bovis. Aguilar y col., (2009)
basados en la hipétesis de que la variabilidad genética de M. bovis podria influir
en la virulencia e inmunopatologia de la enfermedad, realizaron un estudio en
donde seleccionaron cinco cepas de M. bovis aisladas en Argentina de diferentes
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hospedadores y con diferentes genotipos. Se determind la virulencia y la
inmunopatologia de las mismas en un modelo murino concluyendo que existe
diferencia en ambas variables estudiadas de acuerdo a la cepa actuante lo cual
podria atribuirse a la variabilidad genética de las mismas. La cepa aislada a
partir de un jabali fue la que resulté mas virulenta. Luego, en otro trabajo se
estudio la patogénesis de la misma cepa de M. bovis aislada del jabali y una cepa
bovina control NTC10772 en bovinos y cobayos. La presencia de lesiones mas
severas, con granulomas y extensas areas de neumonia en bovinos y cobayos
demostraron en coincidencia con el trabajo realizado por Aguilar y col., (2009)
que la cepa de M. bovis aislada del jabali fue mas virulenta que la cepa control
(Meikle y col., 2011).

» Cultivo y aislamiento

Debido a las caracteristicas del género Mycobacterium antes mencionadas, el
cultivo y aislamiento difiere al de las bacterias mas comunmente estudiadas.

La toma de muestra, su conservacion, el proceso de descontaminacion y los
medios de cultivo utilizados son puntos claves en el aislamiento e identificacion de las
micobacterias.

*Toma y conservacion de la muestra: en este aspecto, Corner, (1994) evalu6
la viabilidad de las micobacterias en una muestra clinica cuando su procesamiento no
puede realizarse inmediatamente. Comparando la conservacion del material a -20°C
respecto de la refrigeracion a 4-6°C con tetraborato de sodio (bérax), observo que la
congelacion es la mejor forma de preservar M. bovis. En 25 muestras congeladas a

-20°C el nimero de bacterias viables, medido en ufc por gramo de tejido, disminuyo en
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un 32% en el curso de un afio. En 10 muestras conservadas a 6°C se comprobd una
pérdida de viabilidad del 80% en los primeros tres dias de conservacién en las que
contenian bdérax y un 20% en las que no contenian. En este trabajo Corner (1994)
concluye que lo ideal es conservar las muestras a 4-6°C por 24-48 hs y luego
procesarlas, y en caso de no ser posible, la mejor opcion es congelarlas inmediatamente
a -20°C hasta su procesamiento.

*Proceso de decontaminacion: los homogeneizantes y decontaminantes ideales
son aquellos que destruyen los gérmenes asociados, sin condicionar la viabilidad de las
micobacterias. Corner, (1994) también evalud la toxicidad de 4 decontaminantes:
cloruro de hexadecilpiridinio (HPC) a 0,075% y 0,75%; cloruro de benzalconio
(Zephiran) al 0,25%; acido oxalico al 5% e hidréxido de sodio al 2% (NaOH) durante
30 minutos en suspensiones conocidas de ufc de micobacterias. EIl HPC al 0,075%
resultd ser el menos agresivo en la viabilidad de las micobacterias y el NaOH al 2% el
mas toxico, a pesar de ser este el decontaminante tradicional y mas frecuentemente
utilizado en micobacteriologia. Los dos fueron eficientes en el control de la
contaminacion. El INNPAZ, (1993) recomienda la decontaminacién mediante el
método de Petroff con NaOH al 4%, porque existe una amplia experiencia en su empleo
y porque los reactivos que se requieren, son de facil obtencion en los paises en vias de
desarrollo.

*Medios de cultivo: las micobacterias requieren nutrientes especiales para su

crecimiento por lo que no desarrollan en medios de cultivo estandares. Las necesidades
basicas son en general sencillas: glicerol o glucosa como fuente de carbono y una sal de

amonio como fuente de nitrogeno. Para el caso de M. bovis, se utiliza piruvato de sodio
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como fuente de carbono en la preparacion del medio ST ya que el desarrollo es
disgonico cuando el medio de cultivo contiene glicerol como el de LJ (Jorge y col.,
2005).

En un estudio en donde se sembraron 492 muestras de tejido de bovinos con
lesiones tuberculosas, los medios de cultivo en base a huevo de ST y LJ demostraron ser
mas eficientes en el aislamiento de micobacterias que los medios sintéticos en base a
suero o sangre, como son el Middlebrook 7H11 (Gibco) y el B83 (Cousins y col., 1989).
También se demostré que en estos Gltimos, las colonias de micobacterias fueron visibles
a los 28 dias post siembra en comparacioén con los de base a huevo en donde recién se
apreciaron a los 42 dias. No obstante, el inconveniente que opacé esta ventaja fue que el
porcentaje de contaminacion de los medios en base a suero o sangre resulté diez veces
mayor (3,9%) que el de los medios en base a huevo (0,3%) en la siembra posterior a la
decontaminacion utilizando hidréxido de sodio al 2% (Corner, 1994).

En otro estudio, se cultivaron 7.806 muestras clinicas provenientes de pacientes
con sospecha de tuberculosis en los medios de ST y LJ. De ellas, 294 resultaron
positivas al cultivo. El 70,4% de las micobacterias fueron aisladas en ambos medios, un
16,7% solo en el medio de LJ (todos M. tuberculosis) y un 12,9% en el de ST (8 de las
cuales eran M. bovis, 23 M. tuberculosis, 5 M. avium, 11 M. fortuitum y 1 M.
gordonae). El tiempo requerido por M. bovis para crecer en medio de LJ fue
significativamente mayor que en el medio de ST. Los autores aconsejan la utilizacién de
ambos medios de cultivo para lograr el desarrollo de M. bovis que crece escasamente en
LJ y para aumentar la recuperacion en muestras de cepas disgénicas de M. tuberculosis

para lo cual resulta més eficiente el medio de ST (Sepilveda y col., 2001). Como otro
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ejemplo de ello, Solda y col., (2005) observaron, el beneficio de sembrar muestras
clinicas de pacientes con sospecha de TB en el medio de ST para una mayor
recuperacion de M. bovis, en un hospital de la provincia de Cérdoba, Argentina. El
estudio se realizo sobre la base de 790 casos de TB, de los cuales 9 fueron causados por
M. bovis; todos desarrollaron en el medio de ST y solamente uno también lo hizo en el
medio de LJ.

Robbe-Austerman y col., (2013) compararon los medios de cultivo de MGIT 960,
BACTEC 460 y cuatro medios solidos para el aislamiento de micobacterias a partir de
especimenes de origen veterinario, obteniéndose los siguientes resultados: el medio
BACTEC 460 permitié el aislamiento del 93,1 % de las muestras positivas y el MGIT
960 el 81,9%. El medio 7H11 suplementado con suero bovino, sangre hemolizada,
verde de malaquita y piruvato de sodio recuper6é un 80,6% de M. bovis con la menor
tasa de contaminacion observada respecto a los demas medios. Por otro lado, los
porcentajes de contaminacioén fueron mucho mayores en el medio MGIT 960 (24%) que
en el BACTEC (7%). En el mismo estudio, el tiempo de evidencia de cultivo positivo
fue menor en los medios de BACTEC 460 y de MGIT 960 que en los medios sélidos.

El medio de cultivo solido de LJ fue eficaz en la recuperacion de micobacterias
atipicas, sin embrago fallo en la recuperacion primaria de M. bovis.

Actualmente, el empleo de métodos automatizados con medios de cultivo liquidos
se ha generalizado en la practica de laboratorio de microbiologia por su rapidez y mayor
indice de recuperacion de micobacterias pero debido a ciertos inconvenientes que
presentan, principalmente en cuanto a la contaminacion, no se aconseja prescindir ain

de los medios sélidos (Sapulveda y col., 2001; Robbe-Austerman y col., 2013).
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Transmision en bovinos

La principal ruta de transmisién de M. bovis en los bovinos es la exposicion a
aerosoles de animales infectados. La eliminacion del bacilo por esta via fue estudiada
por diversos autores. Magnano y col., (2011) realizaron cultivos de hisopados nasales
seriados a 20 bovinos intradermorreaccion (IDR) positivos, obteniéndose aislamientos
positivos en el 40% de los casos. Los hisopados se realizaron en 5 repeticiones a cada
animal con intervalo de 15 dias entre cada una. Luego de la faena, se confirmé por
cultivo la infeccion por M. bovis en la totalidad de los animales, lo cual reafirma la
importancia y magnitud de esta via de transmision.

También el contagio puede ocurrir por via digestiva a través de agua o alimentos
contaminados o por la leche de madres infectadas con M. bovis pero es menos frecuente
que la via respiratoria (Menzies y Neill, 2000; Magnano y col., 2008a). La transmisién
transmamaria cobra mayor importancia en terneros con sistema de crianza en guacheras
(Schneider y col., 2007; SENASA, 2012). Otras posibles rutas de infeccion pero menos
probables son las vias cutanea, congénita y genital (Thoem y Blood, 1995; Murray y
col., 1999; Michel y col., 2010).

Los factores de riesgo que contribuyen a la transmision de la enfermedad son
principalmente independientes del hospedador. Entre los mas importantes se destaca el
tipo de produccion, las practicas de manejo, el movimiento de animales, la densidad de
bovinos en un area determinada, la existencia de reservorios silvestres (Elias y col.,
2008; Green y col., 2008; Porphyre y col., 2008) y posiblemente las diferencias en la
cepa actuante (Andreevskaia y col., 2007). Diversos autores coinciden en que el

movimiento de animales es uno de los factores de riesgo critico. Esto fue demostrado en
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Gran Bretafia e¢ Inglaterra al determinar, mediante tipificacién molecular, que el
movimiento de animales fue el responsable de la mayoria de los brotes de tuberculosis
ocurridos entre 1985 y 2003 y entre 2002 y 2004 respectivamente (Gilbert y col., 2005;
Gopal y col., 2006).

El tipo de manejo en las diferentes producciones y la mayor densidad de bovinos
en un area determinada son factores que sin duda aumentan las posibilidades de
transmision del bacilo (Ameni y col., 2006). Sin embargo, Garro y col., (2011)
realizaron un estudio de casos y controles donde evaluaron la asociacién entre €l manejo
de rodeos lecheros y la ocurrencia de TBB. Concluyeron que la alimentacion con leche
cruda a las terneras, la carga animal, el agrupamiento de las vacas en un unico rodeo, los
rodeos mixtos y el ingreso de vacas y de toros no estuvieron asociados con la TBB. Se
observé un mayor riesgo de ocurrencia de TBB asociado al realizar el desmadre a una
edad superior a los cuatro dias y al ingresar al establecimiento mas de 19 vaquillonas en
un periodo de tres afios.

La existencia de reservorios silvestres cobra mayor importancia en paises en
donde la tuberculosis ha sido erradicada del ganado bovino o en donde las prevalencias
de la enfermedad son muy bajas. En paises en vias de desarrollo, como la Argentina, en
donde existen areas con elevadas prevalencias de la enfermedad en los bovinos, este es
un factor de riesgo de menor importancia. Sin embargo, existe escaso conocimiento
sobre la implicancia de la fauna local y el comportamiento de la enfermedad. Abdala y
col., (2006) seleccionaron 6 rodeos lecheros (3 de Cordoba y 3 de Santa Fe), cuyas
prevalencias de infeccion por M. bovis variaban entre el 7 % y el 67 % a la prueba de

IDR. En estos establecimientos capturaron 38 mamiferos del orden Rodentia,
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Didelphimorphia, Xenarthra y Carnivora y 11 aves. Aislaron tres cepas de M. bovis a
partir de una rata, un zorro y una comadreja. Estos aislamientos abren una serie de
interrogantes respecto a la cadena epidemioldgica de la enfermedad y del sistema
productivo en que fueron hallados. Para contestarlos, resta determinar si las cepas
obtenidas de la fauna, son las mismas que afectan a los bovinos de los predios donde
fueron cazados. Otros autores, también en nuestro pais han demostrado la existencia de
cepas altamente virulentas para los bovinos aisladas a partir de jabalies salvajes,
reforzando el concepto de investigar la enfermedad en diferentes reservorios y
contemplar el diagnostico en otras especies animales para controlar y erradicar
eficientemente la TB (Aguilar y col., 2009; Meikle y col., 2011).

En menor medida, la edad del animal, el comportamiento de los mismos en el
rodeo, el medio ambiente y el clima son factores que tienen cierta influencia (Pollock y
Neill, 2002; Humblet y col., 2009; Ramirez Villaescusa y col., 2010).

Se ha demostrado que las deficiencias nutricionales en términos de proteina-
energia afectan la capacidad de defensa de la inmunidad mediada por células reduciendo
significativamente la cantidad de subpoblaciones de linfocitos circulantes (Pollock y
col., 1994; Doherty y col., 1996; Humblet y col., 2009). En un estudio de casos y
controles realizado por Griffin y col., (1993) encontraron asociaciéon entre brotes
recurrentes de TBB y la presencia de alimentacion con forraje nutricionalmente pobre,
lo cual refuerza la influencia de una adecuada nutricion en la resistencia de la TBB.

Por otra parte, el stress asociado a eventos como la gestacion y el parto también

produce efectos adversos en la inmunidad mediada por células. Si bien hay poca
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informacion acerca de la influencia de estos factores, resultan de suma importancia en la
progresion de la TB en al ganado vacuno (Doherty y col., 1996; Pollock y Neill, 2002).

Diversos estudios indican que la susceptibilidad a la infeccion por M. bovis
aumenta en animales con infecciones asociadas a virus como el de la diarrea viral
bovina que produce efectos inmunosupresores (Welsh, 1995). Se ha reportado que la
infeccién con este virus tiene una asociacion positiva con una rapida progresion de la
tuberculosis en terneros (Monies y Head, 1999).

Cada factor de riesgo mencionado cobra mas o menos importancia dependiendo
la regién a la que hagamos referencia. Los paises desarrollados poseen una realidad y un
control de la enfermedad muy diferente a la de los paises en vias de desarrollo. De este
modo el manejo de los animales y el tipo de produccion varia ampliamente dependiendo
de la region en estudio modificando la prioridad de cada factor de riesgo analizado.

En regiones de América Latina y del Caribe ha habido un gran avance en el
control de la TBB y se han reportado prevalencias menores al 1% en el 30% de ellas;
sin embargo, el 70% del ganado todavia se encuentra en areas en donde los rangos de
infeccion son amplios, alcanzando en algunos casos prevalencias mayores al 56%

(Kantor y Ritacco, 2006; Kantor y col., 2008).

Inmunopatogenia

La patogenicidad de M. bovis esta en relacion con su capacidad para escapar a la
destruccion inducida por los macrofagos y para provocar hipersensibilidad de tipo
retardado. La fase primaria de infeccion se inicia con la inhalacion de micobacterias y
termina con la aparicion de una respuesta inmunitaria mediada por células T que induce

una hipersensibilidad frente a los microorganismos (Cotran y col., 2000).
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Cuando la infeccion se inicia por inhalacién de micobacterias, éstas llegan a las
vias aéreas terminales donde son fagocitadas por los macroéfagos alveolares y
transportadas hasta los ganglios linfaticos. Estos macréfagos no sensibilizados son
incapaces de destruir las micobacterias por lo que dentro de ellos se replican con
libertad debido a que escapan de la destruccion fagocitica mediante la inhibicion de la
fusion fagolisosoma. Este proceso da paso a nuevos ciclos de fagocitosis, replicacion de
micobacterias y lisis celular con la posible diseminacion de las mismas hacia otras
partes del pulmoén y en algunas ocasiones hacia otros tejidos (Thoen y Bloom, 1995;
Cotran y col., 2000). La interaccion entre la micobacteria y las células fagociticas
conlleva a su activacion y a la produccion de diversas citoquinas mediante complejos
procesos de regulacion.

Si el microorganismo se multiplica y destruye al macréfago, otros macrofagos de
la zona fagocitan las bacterias libres y se repite el proceso. Esta agrupacion de los
macrofagos forma el llamado granuloma que, si continda aumentando de tamafio, se
puede observar a simple vista y constituir lo que se conoce como tubérculo (Thoen y
Bloom, 1995). La respuesta inmune se inicia cuando se produce el encuentro del agente
con el macrofago. La fagocitosis y la presentacion del antigeno junto al complejo mayor
de histocompatibilidad clase I y II son funciones del estimulo y proliferacién de clones
de linfocitos Thl CD4+ y CD8+. La emergencia de CD4+ y la secrecion de citoquinas,
especialmente IFNy e IL2, coinciden con el inicio de la inmunidad (Hines y col., 1995).
Estas linfoquinas estin encargadas de atraer, inmovilizar y activar células
mononucleares sanguineas hacia los lugares en los cuales estan presentes las
micobacterias o sus productos, produciéndose un efecto de cascada.
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En el reconocimiento inmune cobran protagonismo los receptores tipo fool o rool
like receptors (TLR), un grupo de receptores filogenéticamente conservados e
importantes mediadores de la inmunidad innata. E1 TLR-2 y el TLR-4 en conjuncion
con la proteina de membrana CD14 interactuan con componentes de la pared celular de
la bacteria como lipoproteinas y lipoarabinomanano (LAM). Otros, como el TLR-9
interviene en el reconocimiento del ADN bacteriano. Los TLR no sé6lo estan presentes
en la superficie de las células presentadoras de antigenos sino que también se
encuentran en los fagosomas por lo que el reconocimiento inmune se lleva a cabo con o
sin fagocitosis previa. La micobacteria previamente opsonizada puede fijarse a las
células presentadoras de antigenos a través de receptores del complemento. Cuando la
bacteria no estd opsonizada, como ocurre en el primer contacto con el patdgeno, el
proceso se da mediante receptores de la manosa que reconocen manosa y fructuosa en la
superficie de la micobacteria o por los scavenger receptors, encargados de reconocer
lipoproteinas de baja densidad (Bezos y col., 2012).

Por su parte, las micobacterias, a través del LAM, un heteropolisacérido principal
con estructura similar a la endotoxina de las bacterias gramm negativas inhibe la
activacion de los macréfagos por el IFNy. El LAM también hace que los macrofagos
secreten factor de necrosis tumoral (TNF-a) que causa lesion tisular e IL-10 que
suprime la proliferacion de células T inducida por las micobacterias. Por otra parte, el
complemento activado en la superficie de las micobacterias puede dar lugar a la
opsonizacion del microorganismo y facilita su captacion por el receptor CR3 del
complemento existente en los macréfagos sin necesidad de desencadenar el estallido

respiratorio necesario para destruir el agente patdgeno.
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Dos a cuatro semanas después de iniciado el proceso, las citocinas procedentes de
las células T CD4", activan a los macrofagos circulantes para producir la destruccién
intracelular de las micobacterias (Murray y col., 1999; Tizard, 2000).

Las células T activadas por las micobacterias interactian con los macréfagos de
tres formas:

* Las células T colaboradoras CD4" secretan IFNy que activa a los macréfagos
para producir una destruccién intracelular de las micobacterias a través de intermedios
reactivos nitrogenados como NO, NO, y HNO;.

* Las células T supresoras CD8" destruyen los macréfagos infectados por
micobacterias y también a las micobacterias.

* Las células T doblemente negativas CD4" y CD8" lisan los macréfagos sin
destruir a las micobacterias. La destruccion de los macrofagos da lugar a la formacion
de granulomas caseificantes. Las micobacterias no son capaces de crecer en ese medio
extracelular 4cido carente de oxigeno con lo que la infeccion queda controlada. El
residuo final de la infeccion primaria es una cicatriz calcificada en el parénquima
pulmonar y en el ganglio linfatico satélite, conjunto denominado complejo primario o
de Ghon. Siempre esta presente en la primera infeccion pero a veces no se observan los
dos componentes, faltando la lesion en la puerta de entrada. Esto ultimo se puede
encontrar cuando la mucosa afectada es la faringea o la intestinal, aunque la lesion en el
ganglio siempre esta presente (Murray y col., 1999; Jubb y col., 2007).

Si la carga antigénica es pequefia, se produce la destruccion de los bacilos con
dafio tisular minimo. Sin embargo, si el numero de bacilos es grande, la cepa es

particularmente virulenta o el hospedador especialmente sensible, la respuesta inmune
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celular conduce a necrosis tisular y a la formacion de granulomas donde los bacilos
pueden permanecer latentes y reactivarse ante una inmunodepresion del hospedador
(Murray y col., 1999; Cotran y col., 2000).

El crecimiento del tubérculo es en forma centrifuga, al igual que el desarrollo en
los ganglios linfaticos satélites infectados por la difusion de los bacilos desde el foco
primario. Si los animales no estan sensibilizados previamente la diseminacién ocurre en
forma rapida, y los bacilos, ya sea que estén libres o dentro de los macrofagos
infectados, llegan a los distintos tejidos provocando nuevas lesiones que serdn multiples
y pequefias (tuberculosis miliar) o escasas y de mayor volumen (Jubb y col., 2007).

Los granulomas que no consiguen contener la expansion de la infeccion
micobacteriana, son la causa principal de la lesion tisular en la tuberculosis y reflejan
una hipersensibilidad de tipo retardado. Las citoquinas mas importantes en esta reaccion
y sus funciones son las siguientes:

% 1L-12: es producida por los macréfagos y es esencial para la induccion de
la respuesta Thl, y por lo tanto para la hipersensibilidad retardada.
También es un potente inductor de la secrecion de IFN y por las células T
y NK.

< IFN v: es un potente activador de los macréfagos en los que estimula una
mayor secrecion de IL-12.

% IL-2: estimula la producciéon de células T por mecanismos autocrino y

paracrino.
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9,

< El TNFa y la linfotoxina ejercen importantes efectos en las células
endoteliales facilitando la extravasacion de linfocitos y monocitos hacia
el lugar de la reacciéon de hipersensibilidad de tipo retardada.

¢ IL10: esta citoquina antagoniza la respuesta pro-inflamatoria mediante la

disminucion de la produccion de IFNy, TNFa e IL-12.

» IL-4. Suprime la produccion de IFNy y evita la activacion de los

-,

macréfagos. Se la relaciona con la progresion de la enfermedad,
reactivacion de infecciones e intensificacion del dafio tisular.

Se generan asi células T de memoria que son capaces de responder ante una nueva
entrada del antigeno micobacteriano por diversas vias. Esto determina que la
hipersensibilidad retardada puede observarse atn varios afios después de la exposicion
ya que las células de memoria tienen una larga vida (Tizard, 2000; Blanco y col., 2011).

La hipersensibilidad que se desarrolla contribuye a la muerte celular y a la
destruccion del tejido (necrosis caseosa). Posteriormente hay desarrollo de tejido
conectivo fibroso que es el encargado de rodear y focalizar la lesidon; son pocas las
lesiones que pueden regresar y encapsularse quedando en su interior micobacterias
viables. El desarrollo de la enfermedad depende de la habilidad de los bacilos para
multiplicarse dentro de las células y de la induccion de una respuesta inmune (Thoen y
Bloom, 1995).

El mecanismo de la inmunidad mediada por células incluye dos estadios:
sensibilizacion y desafio. La sensibilizacion aparece entre una o dos semanas
posteriores al ingreso del agente y ésta es la primera etapa en la cual las células

presentadoras de antigenos procesan y presentan los antigenos a los linfocitos T que se
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activan atrayendo los macrofagos. El desafio se produce cuando ocurre una segunda
exposicion al Ag y se desarrolla la inmunidad mediada por células (IMC); ese Ag se
presenta a los linfocitos Thl con la consecuente liberacion de citocinas: IL2, factor
quimiotactico de macrofagos (FCM), IFNy y FNT-B. La IL2 atrae y activa células T al
area infectada, el FCM atrae monocitos, el [FNy y el FNT-B son citotoxicos. Todo este
proceso tiene como finalidad la ingestion de microorganismos por parte de los
macréfagos y la degradacion mediante las enzimas lisosomales que alteran la actividad
respiratoria como son los radicales peréxidos y superdxidos, también la accidn sobre los
tejidos extrafios, las células tumorales y los Ag solubles o conjugados. Ante situaciones
en las cuales el Ag es dificil de destruir, la respuesta inflamatoria se prolonga y
aparecen las células epitelioides y las células gigantes formando un granuloma. Esta
lesion puede ser extensa, afectar tejido normal y resultar en una necrosis caseosa
(Benjamini y col., 1996).

Blanco y col, (2011) estudiaron la respuesta inmune en terneros
experimentalmente infectados con diferentes dosis de M. bovis. Sus resultados revelaron
que se desarroll6 una activacién de linfocitos CD4" y CD8" luego de la estimulacién con
el antigeno especifico derivado proteico purificado (DPP) bovino. Observaron un
predominio de células CD4" activadas en respuesta al estimulo, independientemente de
la dosis de micobacterias inoculadas. Los terneros inoculados con bajas cargas de
bacterias mostraron niveles muy pobres de activaciéon de linfocitos CD8", indicando,
que a diferencia de lo que sucedi6 con la activacién de los linfocitos CD4", la respuesta
de tipo CD8" dependi6 de la carga bacteriana inicial. En cuanto a la liberacién de IFNy,

recién a los 90 dias post infeccién la totalidad de los animales del ensayo fueron
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positivos, por lo que, al igual que lo que ocurre con los linfocitos CD4", la carga
bacteriana inicial no parece tener efecto sobre la liberacion del mismo.

En otro estudio llevado a cabo por Welsh y col., (2005) se estudio la influencia de
la progresion de la patologia en el balance entre la inmunidad celular y humoral en la
TBB. Para esto inocularon por via intranasal terneros de 6 meses de vida en los cuales
determinaron la tendencia de la respuesta inmune Th0/Th1 e inmunoglobulina G1 en el
desarrollo de la respuesta antimicobacteriana y su correlacion con la evolucion de la
patologia. Todos los animales desarrollaron una fuerte respuesta inmune celular pero la
misma disminuy6 a medida que la enfermedad progresaba, evidenciado esto en una falta
de resultados positivos al realizar la medicién de IFNy en los estadios tardios de la
enfermedad. Se observo una fuerte tendencia ThO (IL-4+, IFNy+), elevados niveles de
expresion de IL-10 y mayor respuesta de tipo humoral asociada a una patologia mas
agresiva. En contraparte, una fuerte tendencia inmune hacia Th1 (IFNy") fue mantenida
sin el desarrollo de una respuesta inmune humoral antimicobacteriana en patologias
menos severas. Los niveles de IgG1 se correlacionaron con la severidad de la patologia,
mientras que la respuesta inmune celular no tuvo una fuerte asociacion con la severidad
de la patologia. El desarrollo y mantenimiento de una respuesta inmune de tipo Thl se
asocid a un mayor control de la infeccion por M. bovis. Los animales que progresaban
de una respuesta Thl a una ThO desarrollaron una patologia mas extensa y una menor
performance en las técnicas diagnosticas que miden inmunidad de tipo celular pero
desarrollan una fuerte respuesta inmune humoral (Welsh, y col., 2005).

Por su parte, Palmer y col., (2007) estudiaron la evolucion de la lesion y los

cambios inmunohistoquimicos en granulomas de terneros infectados experimentalmente
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con M. bovis. Observaron que el niimero relativo de células CD4" y CD68" se mantuvo
constante durante el estudio. Sin embargo, a mas de 60 dias post inoculacion los niveles
de células CD8" y células Ty/§ disminuyeron. Concluyen que los granulomas son
lesiones dinamicas que siguen una progresion ordenada a través de los diferentes
estadios de la enfermedad. La disminucion de la expresion de 6xido nitrico sintetasa
inducibl (iNOS) y los reducidos numeros de células CD8" y T /8" en la progresion de
los granulomas tuberculosos indican una falla en el control de la infeccién por parte del
hospedador.

Se observa en la Figura 1 un breve esquema de la inmunopatogenia de la TB.

A. TUBERCULOSIS PULMONAR PRIMARIA (0-3 semanas)
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Figura 1: inmunopatogenia de la tuberculosis, secuencia de acontecimientos que

ocurren en la tuberculosis primaria.
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Patologia de la TB

La TB es el arquetipo de las enfermedades granulomatosas. La inflamacion
granulomatosa es un patrén caracteristico de reaccion inflamatoria crénica en el que el
tipo celular predominante es el macréfago activado, cuyo aspecto es de tipo epitelial
modificado (epitelioide) (Cotran y col., 2000).

o Patologia microscépica

Histoldgicamente, la inflamacion granulomatosa puede contener todos los tipos de
células inflamatorias, aunque suelen predominar linfocitos y macréfagos. Algunas
definiciones sugieren que es granulomatoso cualquier exudado en el que predominen los
macrdéfagos, aunque la mayoria incluyen macréfagos, células epiteloides y células
gigantes con una formacion algo difusa de tejido conjuntivo. La presencia de
abundantes macrofagos parece ser el pre requisito fundamental. Generalmente coinciden
tres reacciones en la misma lesion:

* Inflamatoria, segin indica la presencia de células mononucleares.

* Reparativa, se manifiesta por una produccion lenta y persistente de tejido
conjuntivo.

* Degenerativa, apreciada por la degeneracion y necrosis en los componentes de
la reaccion.

La lesion inicial puede ser de tipo productiva, constituida por células epiteloides,
macréfagos y en menor nuimero células gigantes de Langhans, circunscripta por
linfocitos y plasmocitos; o exudativa donde predomina un exudado fibrinoso junto con
abundantes neutréfilos ademas de los otros tipos celulares. Esta tltima lesion se observa

generalmente en casos muy agudos con amplia difusién de M. bovis. Con el transcurso
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del tiempo, ambos tipos de lesiones tienden a sufrir necrosis caseosa central y pueden
llegar a calcificarse. En la medida en que el organismo desarrolla resistencia se forma
en mayor o menor grado una capsula de tejido fibroso alrededor del granuloma. (Thoen
y Bloom, 1995; Murray y col., 1999; Jorge y col., 2005).

Wangoo y col., (2005) con el objetivo de clasificar en diferentes estadios
histopatologicos los granulomas tuberculosos, inocularon por via intratraqueal 18
novillitos de 5 meses de vida con 70 a 62.000 ufc de M. bovis. A la necropsia todos los
animales presentaron lesiones compatibles con tuberculosis (LCT) en ganglios de la
cabeza, toracicos o en los pulmones. Para la examinacion histologica, 55 granulomas de
ganglios linfaticos fueron teflidos con Hematoxilina-Eosina (H-E) y Ziehl Neelsen (Z-
N). De acuerdo a las caracteristicas observadas realizaron una clasificacion que se
detalla a continuacion y que podria servir de guia para encasillar los diferentes estadios
de los granulomas tuberculosos.

Estadio I INICIAL: agrupaciones de macrofagos epiteloides incluidas células
gigantes con algunos linfocitos intercalados rodeandolos principalmente linfocitos T
CD3+ y pocas células B y células Tdy. No se observa fibrosis periférica, ni necrosis.

Estadio II SOLIDO: predominan los macréfagos epiteloides y las células gigantes
extensamente interpuestas con linfocitos T CD3+ principalmente, y siempre en la
periferia escasas células Tdy y ocasionalmente neutrofilos. Se observa el comienzo de la
formacion de una capsula incompleta, no se observa mineralizacion pero si una minima
necrosis.

Estadio III MINIMA NECROSIS: macrofagos epiteloides y células gigantes

rodeando el area de necrosis. Linfocitos T CD3+, células Tdy y linfocitos B presentes
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principalmente en la periferia. Intenso agrupamiento de linfocitos b en la capsula
fibrosa. Algunos neutrofilos. Completa encapsulacion, necrosis caseosa central con
minima mineralizacion.

Estadio IV NECROSIS Y MINERALIZACION: macrofagos epiteloides y células
gigantes rodeando el area de necrosis, linfocitos T CD3+ y, mas prominentes, células
Tdy en la periferia del granuloma. Agrupamiento multifocales de células B fuera de la
capsula y en los margenes del granuloma. Céapsula fibrosa gruesa, necrosis caseosa
extensa y mineralizacion.

Observaron también que el tamafio de los granulomas aumento con el avance de la
lesién, el doble entre los estadios I y II; y II y III; y méas del doble entre el Il y IV. El
numero de bacilos dentro del granuloma también se incrementd con el avance de cada
estadio (Wangoo y col., 2005).

Si bien los granulomas producidos por micobacterias son dindmicos y las
poblaciones de células cambian con el curso de la infeccidn, esta clasificacion es
descriptiva y provee un contexto espacial del desarrollo de la lesion e infiere un grado
de cronicidad de la misma. Este esquema facilita el reconocimiento de la progresion
normal del granuloma de aquella resultante de la inmunosupresion o variaciéon de la
cepa de micobacteria actuante.

e Patologia macroscopica

La reaccion granulomatosa suele provocar la formacion de una protuberancia en el
tejido que se denomina granuloma. Existen dos tipos de granulomas que difieren en su
patogenia. Los granulomas por cuerpo extrafio que estan causados por cuerpos
relativamente inertes, y los granulomas inmunitarios que estan producidos por particulas
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insolubles que son capaces de inducir una respuesta inmunitaria mediada por células. En
esta ultima, los macréfagos fagocitan el material extrafio, lo procesan y lo presentan a
los linfocitos T apropiados activandolos. El prototipo del granuloma inmunitario es el
producido por el bacilo de la tuberculosis (Cotran y col., 2000).

Macroscépicamente, el granuloma se observa como una formacion nodular, bien
delimitada, mas o menos saliente y de tamarfio variable. Puede estar constituido por
muchos granulomas menores aunque algo confluentes y puede ser una masa discreta o
algo difusa. Las caracteristicas macroscopicas varian con el paso del tiempo. Cuando el
granuloma es joven presenta un color gris amarillento, es firme y no enucleable; a
medida que pasan los dias se transforma en un granuloma amarillo con necrosis caseosa
central que le da el aspecto de ricota. Posteriormente puede ocurrir reblandecimiento del
contenido caseoso, encapsulamiento con formacion de una céapsula fibrosa blanca y
firme que rodea al tejido caseoso, calcificacion o fibrosis completa (Jorge y col., 2005;
Jubb y col., 2007).

La necrosis es el resultado de la hipersensibilidad mediada por células y es de tipo
caseoso; el material necrético suele estar condensado en una masa blanco-amarillenta
que puede licuarse o caseificarse. La calcificacion es un hallazgo frecuente pero no se
presenta cominmente en todas las especies animales como por ejemplo en caninos y
felinos. La fibrosis que forma la cépsula es observada en los animales con mayor poder
de resistencia y puede sobrepasar y dominar las lesiones como tejido de granulacion
tuberculoso (Hines y col., 1995; Jubb y col., 2007).

La via de ingreso del agente y la ubicacién de las lesiones estan estrechamente

relacionadas en esta enfermedad. Al ser la via aerdgena la principal, la mayor cantidad
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de lesiones suele encontrarse en los pulmones y ganglios mediastinicos. La presencia de
lesiones en el aparato digestivo (ganglios mesentéricos, higado, bazo, etc) reconoce
como ingreso de M. bovis al consumo de pastos y alimentos contaminados, o bien a la
deglucion por parte del animal de sus secreciones bronquiales cuando sus pulmones
presentan lesiones tuberculosas. Los ganglios retrofaringeos también suelen estar
afectados debido a que la forma aerdgena y digestiva comparten porciones anatomicas
como la faringe (Menzies y Neill, 2000; Pollock y Neill, 2002; Humblet y col., 2009;
Michel y col., 2010).

Diversos autores demostraron que las lesiones tuberculosas en animales
naturalmente infectados se asientan principalmente en pulmones y ganglios bronquiales
y mediastinicos y que la ubicacién solo digestiva se da en una pequefia proporcion de
animales (Abdala y col., 1999; Abdala y col., 2002b; Magnano y col., 2010).

Corner, (1990) con el objetivo de optimizar la inspeccion post mortem 'y
determinar, en orden de importancia, cudles son los sitios donde asientan principalmente
las lesiones tuberculosas, analizé la distribucién de las mismas en 374 animales. El
29.4% de los animales tuvo lesiones en ganglios retrofringeos, el 46,2% en ganglios
mediastinicos y bronquiales, el 9,8% en pulmén, 2,9% en ganglios mesentéricos, 2,4%
en ganglios parotideos, la misma proporciéon en cervicales caudales y 1,2% en
inguinales superficiales. Se concluye el trabajo afirmando que el 86% de los animales
tuberculosos se puede identificar inspeccionando en faena tres ubicaciones; ganglios
retrofaringeos, mediastinicos y pulmén. Examinando ademas los ganglios parotideos,

inguinales y mesentéricos se pueden detectar el 95% de los animales con tuberculosis.
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Si bien la inspeccion en frigorifico es menos minuciosa por cuestiones de tiempo,
perdiendo asi sensibilidad en la deteccion de lesiones, y depende en gran medida del
operador, es un método efectivo para monitorear la tuberculosis en areas extensas donde
convergen grandes cantidades de animales constituyendo la Ultima barrera sanitaria de
proteccion al consumidor (Corner, 1994; SENASA, 2012).

Whipple y col., (1996) realizaron un estudio en donde se examinaron post mortem
15 animales positivos a la IDR provenientes de un rodeo lechero. Las lesiones
macroscopicas tuberculosas fueron encontradas en el 60% de los casos en los
linfonédulos mediastinicos y traqueobronquiales. Cuatro animales (26,7%) tuvieron
lesiones en ganglios de la cabeza y dos en otras ubicaciones (subiliacos). No se
observaron lesiones en ganglios u organos del sistema digestivo. El 46,7% de los
animales tuvo lesiones en un solo sitio. En 14 de los 15 animales se encontro evidencia
de tuberculosis en ganglios mediastinicos, traqueobronquiales y de la cabeza.

Por otra parte, Abdala y col., (1999) al analizar la ubicacion de las lesiones
tuberculosas en 172 bovinos naturalmente infectados encontraron que la ubicacion mas
frecuente fue en ganglios de la cabeza, pulmén y mesenterio. Por otra parte, del total de
vacas con lesiones, 43 (25%) presentaron TB generalizada.

En otro estudio donde se analizaron mediante necropsia 247 bovinos naturalmente
infectados positivos a la IDR se encontraron lesiones compatibles con TB en 217
(87,85%) de ellos. Las mismas fueron corroboradas por cultivo, histopatologia, PCR u
observacion directa de los bacilos a partir de una tincion de Z-N. Mas del 70% de las

lesiones se encontraron en pulmoén y ganglios satélites. Ademas se observd una
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correlacion positiva entre la mayor diseminacién anatomica de las lesiones y la

severidad de la patologia (Menin y col., 2013).

La Tuberculosis bovina como zoonosis

Actualmente, en humanos, la TB contintia siendo la causa mas frecuente de
muerte en adultos por un tnico agente infeccioso en los paises en vias de desarrollo. Si
bien M. tuberculosis es el principal agente etioldgico, M. bovis contribuye con la TB en
humanos y por tanto es de importancia en paises que presentan alta prevalencia de TB
animal, debido al escaso control sanitario, y en aquellos lugares donde se consume leche
cruda, sin pasteurizar ni hervir. Se ha informado una relacion directa entre la infeccion
por M. bovis en el ganado y el desarrollo de la enfermedad en la poblacién humana
(Kantor y col., 2008).

En nuestro pais, la infeccion es endémica en el ganado bovino. A su vez, este
rumiante es fuente de infeccion para el cerdo, el hombre y otras especies (Cosivi y col.,
1998).

La TBB se transmite directamente al humano por via aerégena o indirectamente
por el consumo de leche sin pasteurizar. Los casos de tuberculosis producidos por M.
bovis en humanos son muy raros en los paises en donde la enfermedad ha sido
erradicada de los bovinos. Es por esto que es necesario que médicos humanos y médicos
veterinarios trabajen en conjunto en la investigacion y control de esta zoonosis de gran
importancia principalmente en los paises en vias de desarrollo, habiéndose incorporado
el concepto de “Una sola salud” (Bulletin of the World Health Organization, 1994). Este
surge de la consideracion de las grandes oportunidades ligadas a la proteccion de la

salud publica por medio de las politicas de prevencion y control de patdégenos en las
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poblaciones animales en la interfaz entre el hombre, el animal y el medio ambiente. La
puesta en marcha de estas politicas, facilitada por una alianza formal concretada entre la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacén y la Agricultura (FAQO) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE), pone en primera linea de accion a los veterinarios y a los propietarios de los
animales principalmente (OIE, 2013).

El principal hospedador de M. bovis es el ganado bovino. De acuerdo con la
reactividad de los bovinos a la IDR existen en Latinoamérica regiones con muy baja o
nula prevalencia de TBB (menor al 0,1%)), tales como algunas islas del Caribe; paises de
prevalencia intermedia (0,1-1%), como México y varios integrantes de Centroamérica y
paises con una prevalencia alta (mayor al 1%) como Argentina o Brasil. Los paises que
concentran el 70% del ganado en toda la regidon son los de mayor prevalencia,
ocasionandose elevadas pérdidas econdémicas y representando ademas un riesgo de
infeccion para humanos que no puede ser desconsiderado (OIE, 2004; Kantor y Ritacco,
2006).

Segun un estudio realizado por Kantor y col., (2008) el porcentaje de casos de TB
humana causados por M. bovis en 10 paises de América Latina varié de 0 al 2,5%.

Probablemente, estos datos subestimen la verdadera tasa de infeccion ya que no
siempre se utilizan los medios de cultivos adecuados para favorecer el desarrollo de M.
bovis o se prescribe el tratamiento a partir de la baciloscopia sin realizar el cultivo
bacteriologico.

En la Argentina la infeccién por M. bovis fluctua entre 0,5% y 2% de todos los

casos de TB diagnosticados mediante cultivo, siendo mas frecuente en las cuencas
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lecheras, particularmente sur de las provincias Santa Fe y Cordoba, y norte de la
provincia de Buenos Aires (Barrera y Kantor, 1987; Torres, 2013).

En la provincia de Cérdoba, Argentina, se determiné la frecuencia de casos de
tuberculosis en pacientes que asistieron al Hospital Transito Caceres de Allende en un
periodo de trece afios (1991-2003). De los 790 casos de tuberculosis diagnosticados, 9
fueron causados por M. bovis. Sorprendentemente, solamente dos de los pacientes
vivian en zona rural mientras que los restantes lo hacian en zonas urbanas (Solda y col.,
2005).

En Uruguay, no se habian registrado casos de humanos con aislamiento de M.
bovis hasta el afio 2012 cuando se diagnosticaron los primeros tres casos de TB
pulmonar por M. bovis. En el andlisis epidemiolégico se constatd que uno de los
enfermos poseia antecedentes de contacto con animales en un zoolodgico; el otro,
portador del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), estaba en contacto cotidiano
con derivados carnicos de ganado vacuno; el tercero poseia antecedentes de ingestion de
leche no pasteurizada (Rivas y col., 2012).

Resulta de suma importancia destacar que en nuestro pais, Etchechoury y col.,
(2010) confirmaron mediante tipificacion molecular la transmision humano-humano de
una cepa de M. bovis resistente a multiples drogas. Este hecho marca la magnitud que
puede alcanzar la tuberculosis por M. bovis en humanos requiriéndose intensificar los

esfuerzos por controlar la enfermedad en el ganado, su hospedador principal.
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Situacion de la Tuberculosis bovina en Argentina

La situacion actual de la TBB tanto en Argentina, como en otros paises, obliga a
desarrollar por parte de los organismos oficiales programas de control y erradicacion de
la enfermedad. Estos programas tienen como base de sustentacion sistemas de vigilancia
que sirven como eje conductor a las medidas a tomar con el fin de mejorar la
comercializacion de los alimentos en el mercado nacional e internacional, aumentar la
produccion de carne y leche, reducir las pérdidas economicas directas e indirectas
ocasionadas y evitar el riesgo de diseminacion de la tuberculosis bovina a la poblacion
humana.

La prevalencia de la enfermedad en Argentina se puede estimar a partir de los
resultados de las pruebas de IDR en terreno o por la deteccion de animales con LCT en
los frigorificos con inspeccién federal y en los mataderos provinciales y municipales.
En cuanto a la primera, el SENASA, llevé a cabo estudios de prevalencia en distintas
regiones. El primer relevamiento diagndstico se realizé en el Valle Central de la
provincia de Catamarca en 1983-1984. Se examinaron 81 establecimientos de
produccion lechera y se tuberculinizaron 1.083 bovinos. Se detect6 que el 2,99% de los
bovinos eran reaccionantes correspondiendo al 22,2% de los establecimientos relevados.
Posteriormente, en 1992, se efectuo el segundo relevamiento, donde se examinaron 40
establecimientos tamberos con 2.278 bovinos tuberculinizados, resultando reaccionantes
el 9.57% de bovinos (87,5% de los establecimientos) (Torres, 2011).

Durante el afio 1984, en Jujuy, se examinaron 19 tambos con 659 bovinos
tuberculinizados, resultando reaccionantes el 4% de los bovinos del 37% de los

establecimientos. Posteriormente, durante el periodo 1990-1991, el relevamiento se
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efectud en los establecimientos ganaderos del valle inferior del rio Chubut. Se
examinaron un total de 55 establecimientos con 927 bovinos tuberculinizados,
encontrandose reaccionante el 9,7% de bovinos del 35% de los establecimientos
(Torres, 2011).

Otras fuentes de datos que se incorporaron al diagndstico de situacion entre 1994-
1996 fueron las exportaciones de ganado en pie, tuberculinizando, a paises del
Mercosur; las mismas provenian de Chaco, Formosa y Santa Fe. Se detectd un
porcentaje promedio de reaccionantes de 1,6% (rango: 1,5-1,7) en Chaco y Formosa y
de 6,1 (rango: 5,2-7,0) en Santa Fe (Torres, 2011).

Magnano y col., (2013) con el objetivo de evaluar la presencia TBB en
establecimientos de cria y tambo de la region central del pais, analizaron mediante la
prueba tuberculinica 1.671 animales pertenecientes a 71 establecimientos. El 6,8% de
los animales y el 29% de los establecimientos fueron positivos.

Generar este tipo de informacion es importante y fundamental para disefiar o
mejorar politicas provinciales y nacionales que apunten a controlar y erradicar la
enfermedad en un territorio. En este aspecto cabe citar el plan provincial desarrollado en
la provincia de Santa Fe basado en este tipo de analisis (Anexo resol 949/12 Ministerio
de la Produccion de Santa Fe).

En cuanto al analisis de la prevalencia de la enfermedad obtenida a partir de los
decomisos en faena, el SENASA, informa que sobre un promedio de faena anual que
oscila entre 9.000.000 y 13.000.000 de bovinos, las tasas de prevalencia de lesiones de
TBB detectada en 1969-2012 fluctu6 entre 6.7 % y 0.4% respectivamente (Torres,
2013).
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A partir de la informacién de los decomisos en frigorificos, nuestro pais cuenta
con datos actualizados. En el afio 1996, durante el periodo de marzo 1995 a febrero de
1997, el programa de TB del SENASA elabor6 en forma conjunta con el INPPAZ, un
estudio de prevalencia de TBB evaluada por la inspeccion macroscopica de los animales
faenados en los frigorificos con inspeccion federal en la Republica Argentina. Sobre un
total de 160 frigorificos con inspeccion federal en el pais, 126 enviaron la informacion
requerida (listado de las tropas con animales con lesiones tuberculosas a la observacion
macroscopica, detallando localizacion geografica, identificacién de origen del
establecimiento, nimero de animales que componian la tropa y nimero de animales con
LCT) en al menos una oportunidad. El volumen de faena examinado durante el lapso de
dos afios en estudio correspondié a un total de 9.472.396 animales, representando un
47,36% de la faena total del pais y 19% del stock ganadero durante el mismo periodo
respectivamente. Fueron hallados 128.038 bovinos con LCT, representando una
prevalencia del 1,35% de la muestra. En el 21,9% de los animales positivos no fue
posible identificar el origen real, debido a que fueron comercializados a través del
Mercado Nacional de Haciendas de Liniers, en el que las tropas procedentes de
diferentes lugares del pais son reorganizadas. Hecha esta salvedad, fue notorio que el
81% (80.998) de los 99.997 restantes procedian de las provincias de Buenos Aires
(35%), Santa Fe (26%) y Cordoba (19%), regién en la que se encuentra el 62,87% de
los bovinos del pais. A su vez, fue identificado ganado con lesiones TB, procedente de
278 de los 493 (56,4%) departamentos/partidos de la Argentina demostrando asi una

importante expansion geografica de la enfermedad.
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Si bien no fue posible estimar la prevalencia de la enfermedad discriminada por
provincia debido al sesgo que representa el no estudiar también tropas en las que no se
encontraron animales con lesiones compatibles con la enfermedad, resulta evidente que
al menos cuantitativamente la enfermedad presenta una marcada distribucion regional,
lo que permite establecer estrategias diferenciadas para cada region del pais (Torres y
col., 1998).

A partir de los datos correspondientes al proyecto de vigilancia epidemioldgica
SENASA/INPPAZ en los frigorificos con inspeccion federal durante los afios 1995-
1997, se realizé otro estudio en el pais con el objeto de describir la distribucion espacial
de la TBB e identificar posibles agrupamientos de areas de altas prevalencias (Perez y
col., 2002). Como era de esperar, los agrupamientos primarios de TBB coincidieron con
las regiones de mayor produccion lechera de la Provincia de Cérdoba y Santa Fe, en
donde se encuentran el 21% de los rodeos lecheros nacionales y producen el 34% de la
produccion lactea en Argentina (SAGPyA, 1996). Los agrupamientos secundarios estan
localizados, de igual manera en las cuencas lecheras, tales como Abasto norte y sur,
Mar y Sierras de la provincia de Buenos Aires.

Estos resultados demuestran, que pueden ser utilizados para investigar la
evolucion de los agrupamientos espaciales de la enfermedad, como un método
economicamente viable, para realizar una caracterizacion epidemiologica de la TBB de
los animales con destino a faena en la Argentina (Torres, 2011).

Abdala y Tarabla, (2002a) realizaron una estimacion de la prevalencia de TBB en
el departamento de San Justo, provincia de Cdrdoba, Argentina, a partir de la

informacion obtenida en dos frigorificos. Sobre un ingreso a faena de 3.695 animales en
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un periodo de tres meses, se detectaron LCT en 126 (3,4%). La categoria con mayores
envios fue la de vacas con 2.716 cabezas faenadas, siguiendo los novillos con 416, los
cuales presentaron también los mayores indices de decomisos. Las pedanias de
Libertad, Concepcion y Juarez Celman aportaron los mayores envios de bovinos. El
principal problema surgido en el trabajo fue el faltante de datos del origen de los
animales cuando se reemplaza el nombre del propietario por el de la firma
consignataria.

En el departamento Castellanos, provincia de Santa Fe, Argentina, se desarrollo
un esquema de identificacion de los rodeos de origen a partir de las vacas lecheras de
descarte faenadas en un frigorifico de la zona a lo largo de un afio. Se faenaron 2.224
vacas provenientes de 340 rodeos lecheros. Se observaron LCT en el 7,7% (172) de los
animales y en el 30% (102) de los rodeos (Abdala y col., 1999).

Por otra parte, en el departamento Las Colonias, Santa Fe, se estimé la presencia
de TB sobre la base de la observacion de LCT durante la faena. Se utiliz6 un sistema de
identificacién de animales que permitié mantener la individualidad de cada vaca
enviada a un frigorifico local. Se inspeccionaron 1976 vacas provenientes de 406
rodeos. Se individualizaron 606 tropas de las cuales solo tres fueron compradas en
forma directa a los productores y el resto en remates feria. El 4,1% de los animales y el
15,6% de los rodeos presentaron LCT (Abdala y col., 2002).

Para confirmar la etiologia de las LCT se requiere completar y profundizar el
estudio mediante histopatologia y bacteriologia (Corner, 1994). La caracterizacion

molecular de las cepas aisladas junto con la informacién epidemioldgica clasica
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conduce a establecer relaciones epidemioldgicas entre zonas geograficas, y entre
establecimientos (Perez y col., 2002).

La fuente de informacidon que pueden aportar los frigorificos a los sistemas de
vigilancia epidemioldgica en faena posee un valor indiscutible. El procedimiento de
monitoreo en frigorificos demostré en paises como Australia, E.E.U.U., Canada y Cuba,
ser fundamental en la erradicacion de la enfermedad, debido al éxito en la identificacion
de los animales procedentes de areas de cuarentena y al seguimiento con trazabilidad en
origen de los animales con LCT detectados en faena.

En nuestro pais se realizé un plan piloto de vigilancia epidemioldgica de la TB
por medio de la faena en las provincias de Santa Fe y Entre Rios el cual aportd
importantes elementos para definir estrategias de control que podrian ser implementadas
a nivel nacional (Torres, 2011).

> Legislacion actual

Aunque el factor determinante del inicio de los programas de control y
erradicacion de la TBB en los paises desarrollados fue el impacto de la enfermedad
sobre la Salud Publica, su importancia econémica también es un factor relevante. Se
estima que las pérdidas debidas a TBB en la Argentina, alcanzan los 63 millones de
ddlares al afio, siendo el principal componente la pérdida de peso en los bovinos (36%
del total), las pérdidas en produccion de leche (13%) y el decomiso en frigorificos y
mataderos (10%) (SENASA, 2012).

Nuestro pais cuenta desde 1999 con un plan Nacional de Control y erradicacion de
la tuberculosis bovina (Resolucion N°115 SENASA/SAGPyA, 1999) que recientemente

ha sido modificado y ampliado mediante la Resolucion SENASA N°128/2012. A partir
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del mismo, la totalidad de los establecimientos lecheros (tambos), cabafias de
produccion de leche y carne del pais ya sea de bovinos, de caprinos y de ovinos de
cabafias y leche, deben ingresar obligatoriamente al Plan Nacional de Control y
Erradicacién de la Tuberculosis Bovina.

Para el resto del sistema productivo (cria, invernada y engorde) se deben
establecer programas regionales, que se inician de acuerdo con las caracteristicas de las
zonas y explotaciones a sanear, basados en un diagnostico de situacion inicial que se
obtiene por medio de la informacion que nos provee el sistema de vigilancia
epidemiologica en faena de los frigorificos con inspeccion federal y provincial,
procediendo a la caracterizacion de la situacion sanitaria de la TBB en las distintas
regiones del pais. Los tipos de Programas Regionales que se pueden establecer, estan de
acuerdo a la prevalencia de la enfermedad a nivel de establecimientos.

Actualmente es obligatorio implementar el Sistema de Vigilancia Epidemiologica
en faena, tomando como base los nuevos procedimientos de actualizacion electronica de
la informacién que la Direccién de Tecnologia de la Informacion, dependiente de la
Direccion Nacional Técnica y Administrativa implementa en forma paulatina en los
frigorificos que interactiian con este organismo, segun Resolucion N° 87/09 del
SENASA. El objetivo del registro informatico del SENASA es conocer en qué
situaciones epidemiolédgicas se encuentran los rodeos y la trazabilidad de los mismos
para poder realizar la caracterizaciéon epidemiologica de la TBB a nivel pais, realizando
un analisis geografico de la distribucion de la enfermedad y su posterior
regionalizacion. Si bien el sistema viene implementandose paulatinamente desde el afio

2009, recién a finales de 2011 estuvo esta informacién totalmente disponible en los
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frigorificos habilitados y en las oficinas de SENASA de la provincia de Coérdoba
(SENASA, 2012).

El registro tanto de los animales y establecimientos afectados como no afectados
permitiria conocer en qué situaciones epidemioldgicas se encuentran los rodeos,
determinar las estrategias regionales aplicables a la certificacion de areas libres y
efectuar el andlisis permanente de la sensibilidad y especificidad de las pruebas
tuberculinicas en uso y de las demas técnicas diagndsticas en estudio.

La Republica Argentina lleva un registro actualizado de los establecimientos
ganaderos: el Registro Nacional Sanitario de Productores Agropecuarios (RENSPA),
que es de inscripcion obligatoria. La trazabilidad es posible gracias a un sistema de
identificacion individual de los animales: caravana, tatuaje, chip u otros, que sirven
también para garantizar la procedencia y calidad del producto carnico, la leche o
subproductos de un animal. La trazabilidad permite identificar el rodeo de procedencia
y en caso de detectarse durante la inspeccion algun animal afectado de TBC, ejercer las
acciones adecuadas para mejorar la situacion sanitaria.

En lo que se refiere al diagnostico post mortem de la enfermedad, el actual plan
contempla que los servicios de laboratorios de referencia de la red autorizados deben
poseer la capacidad de diagnostico histopatolégico y/o bacteriologico y/o eventualmente
de biologia molecular cuando se necesite la confirmacion del resultado de las pruebas
tuberculinicas de campo, de muestras de material tomado en necropsias o de lesiones
sospechosas y/o compatibles de tuberculosis en el frigorifico. Dichas lesiones pueden
deberse a M. bovis u otras micobacterias, y provenir de ganglios de un animal

reaccionante o de muestras de monitoreo de zonas en control.
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Diagnéstico

El diagnéstico de la TBB in vivo se realiza por la IDR que utiliza como antigeno
al derivado proteico purificado (DPP) obtenido a partir de la cepa de referencia M. bovis
AN;s. Esta es la Unica técnica aprobada para la deteccion de la enfermedad y la
comercializacién de bovinos en Argentina y en la mayoria de los paises (OIE Terrestrial
Manual, 2012; SENASA, 2012). Estudios sobre esta técnica han demostrado una
sensibilidad que varia del 68 al 95% mientras que la especificidad alcanza el 96-99%
(Monaghan y col., 1994; De la Rua-Domenech y col., 2006).

No existe actualmente ninguna prueba tuberculinica absolutamente sensible, capaz
de detectar el 100% de los animales infectados; habiendo un cierto porcentaje de “falsos
negativos”. Tampoco existe la prueba absolutamente especifica; todas las micobacterias
poseen ciertos antigenos comunes y los animales sensibilizados por el complejo M.
avium, o por una variedad muy grande de MNT, pueden dar también reaccion positiva a
la IDR; ellos son los denominados “reactores falsos positivos” (Torres, 2013).

Otra técnica que mide la respuesta celular pero in vitro, es el dosaje de IFNy luego
de la exposicion de la sangre a distintos antigenos, sin embargo esta técnica no ha sido
aprobada en Argentina (Jorge y col., 2005; de la Rua-Domenech y col., 2006).
Estimaciones de la sensibilidad del test varian del 73 al 100% con una media de 87,6%
y una especificidad de 85-99,6% con una media de 96,6% (De la Rua-Domenech y col.,
2006). Estudios llevados a cabo en Australia demostraron mayor sensibilidad de esta
técnica (93,6%) comparada con la intradermorreaccion (65,5%) (Wood y col., 1991).
Sin embargo, en otros estudios la sensibilidad vari6 del 55 al 97% y la especificidad fue

mayor al 97% (Gormley y col., 2006). El principal inconveniente en la aplicacion de la
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técnica del IFNy estd dado por cuestiones operativas, ya que el tiempo entre la toma de
muestra y el procesamiento de la misma es de un maximo de 24 hs. Por otra parte el
costo es mucho mas elevado que el de la IDR (Buddle y col., 2009; Schiller y col.,
2010).

Las pruebas de ELISA se utilizan para medir la inmunidad humoral mediante la
deteccion de anticuerpos s€ricos especificos. Si bien su uso es importante en casos de
enfermos cronicos donde decae la inmunidad celular (animales anérgicos por
agotamiento inmunitario) diversos estudios han registrado diferencias en la sensibilidad
de la técnica. Tal como lo recomiendan numerosos autores, su aplicacion debe ser
complementaria a las pruebas basadas en inmunidad celular con el fin de detectar
aquellos animales deficientes o incapaces de generar adecuadamente este tipo de
inmunidad. Magnano y col., (2013) compararon dos test serologicos obteniendo un
porcentaje de sensibilidad del 27.8% para el kit comercial ELISA (M. bovis antibody
test kit) de IDEXX (EEUU) y 19,9% para el ELISA (Ani Gen BTB Ab) de BIONOTE
(Corea).

Trabajos realizados por Waters y col., (2011) comunicaron resultados similares
utilizando el kit ELISA (M. bovis antibody test kit) de IDEXX (EEUU) en un estudio
realizado en EE.UU donde obtuvieron un 30% de sensibilidad. No obstante, en otros
trabajos presentados por el mismo autor sobre este kit en varios paises (Gran Bretafia,
Irlanda, Nueva Zelanda y EEUU), los resultados de sensibilidad fueron maés altos, con
valores que tuvieron un promedio del 63% y un rango de entre 30% y 96,7% sobre un

total de 478 animales infectados. Por otro lado, Casal y col., (2012) utilizando el ELISA
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(M. bovis antibody test kit) de IDEXX (EEUU) obtuvieron una sensibilidad de entre
59,3% y 66,7% en tres rodeos infectados con tuberculosis.

En el proceso de Registro del Kit diagnostico ELISA (M. bovis antibody test kit)
realizado por el laboratorio IDEXX (EEUU) ante la OIE, comunicaron resultados de
sensibilidad del 64,6% con un Intervalo de Confianza entre 59,7% - 69,5%.

En cuanto al diagndstico clinico en la TBB, éste es de valor limitado ya que el
animal enfermo, salvo escasas excepciones, no presenta signos clinicos caracteristicos
(Jubb y col., 2007).

El diagnostico post mortem de la enfermedad puede realizarse al encontrar
lesiones tipicas durante la necropsia o faena o por medio de la histopatologia pero la
confirmacién definitiva depende del aislamiento de M. bovis (Corner, 1994).

La histopatologia ha demostrado ser una técnica sencilla y rapida con la cual se
pueden obtener buenos resultados. Se ha reportado una sensibilidad del 93,4% y una
especificidad del 92,3% al compararla con el cultivo bacteriano (Varello y col., 2008).

El cultivo es el método bacterioldgico mas sensible y especifico para detectar la
presencia de micobacterias (Barrera, 2008). Sin embargo, se requiere de instalaciones
adecuadas, personal capacitado y el diagnostico se obtiene en un tiempo mas
prolongado.

En los ultimos afios la biologia molecular ha contribuido a la deteccion y
tipificacion molecular del CMT, principalmente M. tuberculosis y M. bovis, por su
potencial uso en estudios diagndsticos y epidemioldgicos de la enfermedad. El método
de identificacion por excelencia es la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

(Collins y col., 1994; Lopez y col., 2003; Chavez y col., 2004; Morales y col., 2005).
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Esta técnica tiene la ventaja de no requerir de la viabilidad del bacilo y de ser aplicada a
distintas muestras clinicas.

Recientemente se ha desarrollado una estrategia para la deteccion de rodeos
lecheros infectados con M. bovis mediante el analisis por PCR de la leche del tanque del
tambo (Zumarraga y col., 2012). El Ministerio de la Produccion de la Provincia de
Santa Fe ha resuelto aprobar e implementar este método para complementar y apoyar a
la vigilancia epidemioldgica de establecimientos lecheros (anexo de la resolucion
949/12) segun el Plan Regional de Control y Erradicacion de la tuberculosis bovina,

bubalina, ovina y porcina de la provincia de Santa Fe.

Técnicas de tipificacion molecular

La técnica que fue considerada de referencia para la tipificacion molecular de M.
tuberculosis fue el Polimorfismo en Longitud de los Fragmentos de Restriccion
(RFLPs, Restriction Fragment Length Polymorphism), utilizando como sonda a la
secuencia de insercion 1S6/70 (van Soolingen, 1994). Sin embargo, la utilidad de esta
técnica es menor en aquellas cepas que en su genoma poseen una 0 muy pocas copias de
IS6110, como los aislamientos de M. bovis (Kamerbeek y col., 1997). Debido a la
necesidad de suplir las dificultades principales del RFLP, se desarrollaron otros
métodos de tipificacion basados en la PCR. Dentro de ellos se destacan las Repeticiones
en Tandem de Numero Variable (VNTRs, Variable Number of Tandem Repeat) y el
spoligotyping que permiten la diferenciacion del complejo M. tuberculosis tanto
interespecie como intraespecie (Barnes y Cave, 2003; Supply y col., 2006).

Los VNTRs, constituyen fragmentos de ADN repetitivos dispuestos en tandem.

La utilizacion de estas secuencias en estudios de tipificacion molecular se basa en la
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variabilidad en el niimero de las unidades repetitivas, siendo los eventos combinatorios
del ADN una de las causas de su variabilidad. Cada locus VNTR, representa una
porcion diferente del genoma independiente entre si, proporcionando multiples
caracteres independientes, de utilidad tanto en investigaciones epidemiolégicas como en
analisis filogenéticos (Supply y col., 2006). El polimorfismo entre las diferentes cepas
se evidencia por la diferencia en el tamafio del fragmento analizado, el cual es inherente
al nimero de unidades repetitivas por loci. Existen distintos tipos de VNTR, entre éstos
las Unidades Intercaladas Repetitivas en Micobacterias (MIRUs, mycobacterial
interspresed repetitive units) (Supply y col., 2006) y los ETRs (Exact Tandem Repeats)
QUBSs (Queen University of Belfast) (Frothingham y col., 1998; Kremer y col., 2005).
El spoligotyping es una técnica de hibridacion reversa cuyo principio se basa en la
deteccién del polimorfismo de una region especifica del genoma de las micobacterias
que forman parte del complejo M. tuberculosis, 1lamada regién de las repeticiones
directas (DR) (Kamerbeek y col.,, 1997). La misma estd constituida por secuencias
repetitivas directas, multiples y bien conservadas de 36 pares de bases, entre las que se
hallan intercaladas secuencias unicas con un alto grado de polimorfismo denominadas
espaciadores. La presencia o ausencia de espaciadores de secuencia conocida, definen
patrones de hibridacion o spoligotipos (Dale y col., 2001; Barnes y Cave, 2003).

» Estudios de Tipificacion por spoligotyping

En Argentina, sobre 816 aislamientos de bovinos tipificados mediante
spoligotyping en el Instituto de Biotecnologia de INTA Castelar, se obtuvieron 79
spoligotipos diferentes (Zumarraga y col., 2013). El genotipo SB0140 predomina

ampliamente, agrupando al 45% de los aislamientos estudiados. Este hecho es altamente
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significativo y diversos autores coinciden en que podria estar asociado a que el SB0140
y/o su antecesor ha sido introducido en el pais mas antiguamente y por lo tanto se ha
transmitido entre los bovinos por un tiempo mas prolongado (Fisanotti y col., 1998;
Cataldi y col., 2002; Smith y col., 2011; Shimizu y col.; 2014). Este patron, también es
el mas frecuente en Reino Unido y en los paises con los cuales éste mantuvo estrechas
relaciones comerciales a principios del siglo pasado, como Irlanda, Nueva Zelanda y
Australia, ademas de Argentina (Cataldi y col., 2002). Esto explicaria la presencia
mayoritaria de este genotipo en nuestro pais. Sumado a esto, recientemente ha sido
demostrado que las Américas, con excepcion de Brasil, son dominadas por el complejo
clonal Eul. Este complejo, estd marcado por la delecion de la regiéon cromosomal
RDEul asociada a la pérdida del espaciador 11 en el spoligotipo. El patrén de
spoligotipo mas comun asociado a este complejo clonal fue el SB0140. El spoligotipo
SB0130 representa el spoligotipo de la cepa progenitora de este complejo clonal.
Posiblemente, el antecesor mas comun del complejo clonal Eul tenia la deleciéon de la
region RDEul pero presente el espaciador 11. La pérdida de este espaciador pudo haber
aparecido después convirtiéndose en el mayor sub clon del complejo clonal Eul. Este
complejo clonal se encontrd en el 99% de las cepas de M. bovis aisladas de ganado
vacuno de la Republica de Irlanda y el Reino Unido. También se encontré con elevada
frecuencia en sus antiguos socios comerciales, Estados Unidos, Nueva Zelanda,
Australia y Canada. Fue infrecuente en otros paises del continente europeo, con
excepcion de Francia, Portugal y Espaiia, y en Iran. También fue infrecuente o ausente
en paises de Sudafrica. En ese trabajo se realiz6 la primera identificacién de un

complejo clonal de M. bovis diseminado a nivel global e indica que gran parte de la
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distribucion actual del mismo ha resultado del comercio internacional relativamente
reciente de ganado bovino (Smith y col., 2011).

En nuestro pais, en un estudio realizado en el noreste, se tipificaron 211 cepas de
M. bovis obtenidas de cultivos de LCT en bovinos mediante la técnica de spoligotyping.
Los animales provenian de las provincias de Chaco (n=116), Corrientes (n=57),
Misiones (n=7), Formosa (n=9), norte de Santa Fe (n=19) y Entre Rios (n=3). Veinte
diferentes spoligotipos fueron identificados. Los mayoritarios fueron el SB0140 y el
SB0130 observados en 115 y en 40 aislamientos respectivamente (Cicuta y col., 2001).

Entre los afios 2008 y 2010, Zumarraga y col., (2010) analizaron 209 aislamientos
de M. bovis obtenidos a partir de LCT halladas durante la inspeccion de bovinos en
frigorificos de las provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe. Los aislamientos
obtenidos fueron confirmados como M. bovis mediante cultivo y PCR, utilizando como
blanco a la secuencia de insercion I1S6110 y spoligotyping. Se obtuvieron un total de 28
spoligotipos diferentes: 16 (94%) agrupados y 12 (6%) exclusivos, o sea, descriptos por
primera vez (3 agrupados y 9 con un unico aislamiento). El spoligotipo predominante
fue el SB0140 que agrupo al 45% (n=93) de los aislamientos estudiados. En orden de
frecuencia le sigui6 el SB0120. Las provincias en las que se observaron los mayores
agrupamientos fueron Coérdoba y Santa Fe, con 93% y 91% de los aislamientos
respectivamente, a diferencia de Buenos Aires que agrupd al 84% de los mismos. Por
otra parte seis (21%) spoligotipos fueron previamente encontrados en humanos.

La diversidad genética de cepas obtenidas en nuestro pais, indica que la variacion

en la frecuencia de deteccion de cada spoligotipo podria estar correlacionada con la
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existencia de genotipos mas virulentos que otros (Aguilar y col., 2009; Macias y col.,
2010; Zumarraga y col., 2010).

Diversidad genética de cepas de Mycobacterium

A partir del desarrollo de la biologia molecular y el estudio de las diferentes cepas
de micobacterias involucradas en la tuberculosis tanto humana como animal, diversos
trabajos han demostrado que el curso de la infeccibn y sus consecuencias
epidemioldgicas dependen en gran parte de la diversidad genética de las cepas actuantes
(Collins y col., 1994; Dunn y col., 1995; Meikle y col., 2007; Aguilar y col., 2009;
Meikle y col., 2011). Diferentes aislamientos poseen dispar grado de virulencia cuando
son inoculados en células, en animales de laboratorio o a través de observaciones
clinicas en sus hospedadores principales (Lopez y col., 2003; Manabe y col., 2003).

En el caso de las cepas de M. ruberculosis se destaca como la mas virulenta la
variedad Beijing, denominada asi porque el 80-90% de los casos de TB encontrados en
esta ciudad estaban producidos por la misma cepa. Estas cepas altamente virulentas
matan mas rapidamente al cobayo, tienen una mayor capacidad de desarrollar la
enfermedad en los infectados y de producir recaidas en los enfermos ya curados, ademas
de una mayor probabilidad de seleccionar mutantes resistentes ante fallas en el
tratamiento (Hesseling y col., 2010).

La familia de cepas Beijing ha demostrado ser mas virulenta que cepas de la
familia Canetti en un modelo murino y se asocian a cuadros clinicos en pacientes
jovenes, con una infeccién reciente y una transmision activa lo cual indica su
importancia en el diagnoéstico y en la epidemiologia de la enfermedad en los paises en

donde predomina esta variedad genética (Lopez y col., 2003).
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A diferencia de lo que ocurre con M. tuberculosis, de M. bovis poco se conoce a
cerca de la relacion entre el genotipo aislado y las caracteristicas de las lesiones que
provoca o la virulencia de diferentes cepas.

En un estudio realizado en modelo murino, se comparé la virulencia de dos cepas
de M. bovis y tres cepas de M. tuberculosis de acuerdo con su capacidad de
multiplicarse en pulmones, inducir patologia pulmonar y causar mortalidad. Se
demostré que M. bovis Ravenel fue el genotipo mas virulento, seguido de M. bovis
Branch, M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis Erdman y M. tuberculosis NYM-27
(Dunn y col., 1995).

Aguilar y col., (2009) seleccionaron cinco cepas de M. bovis con diferentes
genotipos aisladas en Argentina de diferentes hospedadores (humanos, bovinos y
jabalies). Determinaron la virulencia y la inmunopatologia en un modelo murino de
infeccion pulmonar progresiva concluyendo que existe diferencia en ambas variables
estudiadas de acuerdo a la cepa actuante al considerar la menor sobrevida de los ratones
inoculados y el mayor numero de bacterias recuperadas de bazo y de los pulmones de
cada uno. Esto, podria atribuirse a la variabilidad genética de las cepas y a la induccidén
de diferentes patrones de respuesta inmune.

En bovinos, en nuestro pais, algunos autores han estudiado las caracteristicas
diferenciales de la enfermedad de acuerdo a la cepa actuante. Meikle y col., (2007)
llevaron a cabo un estudio sobre 14 bovinos IDR positivos. A cada animal se le
realizaron 3 test diagndsticos ante mortem: IFNy a partir de sangre entera, PCR y
cultivo bacteriolégico a partir de hisopados nasales. Post mortem se realizd la
inspeccidon de los animales, encontrando lesiones macro y microscdpicas y cultivo
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bacteriolégico positivo en todos ellos. Los aislamientos obtenidos mostraron todos el
mismo patrdn de spoligotyping. Los resultados indicaron que animales infectados con el
mismo spoligotipo mostraron variaciones significativas en los parametros
bacterioldgicos, histopatologicos e inmunolédgicos.

En otro estudio se inocularon por via intratraqueal 4 bovinos de tres meses de
edad con una cepa de M. bovis aislada a partir de un jabali y 4 bovinos con la cepa
bovina control NCTC10772. Se tomaron muestras seriadas de sangre entera e hisopados
nasales para realizar el test de [FNy y cultivo bacterioldgico respectivamente. También
se realiz6 la IDR a todos los animales. Finalmente se procedid a la necropsia y analisis
de las lesiones observadas. La respuesta mas temprana al test de IFNy en los animales
inoculados con la cepa de jabali, sumado a una respuesta mucho mas fuerte en la IDR y
a lesiones mas severas en los animales necropsiados, demostraron que esta resulté mas
virulenta que la cepa control NCTC10772 aislada a partir del bovino, su hospedador
natural (Meikle y col., 2011).

Recientemente fue secuenciado el genoma de esta cepa que resulté de mayor
virulencia en los distintos modelos de infeccion utilizados, para explicar las bases
genéticas de su comportamiento (Nishibe y col., 2013).

Sobre la base de los antecedentes de TB antes citados, en el presente trabajo se
inspeccionaron animales en faena y se tomaron los datos necesarios y muestras de los
que presentaban LCT para su posterior estudio.

Se analizo, por un lado la diversidad genética de aislamientos en nuestra provincia
y su relacion con las caracteristicas macroscopicas que podrian indicar diferencias en la

virulencia de las diferentes cepas. Por otro lado, se identificaron los establecimientos de
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origen de los animales muestreados para realizar un primer andlisis geografico y
epidemioldgico de las cepas en estudio en nuestra provincia.

La finalidad del presente trabajo se centra en obtener una experiencia practica en
la regién mediante un registro y procesamiento de informacion de la TBB detectada por
medio de la faena, abarcando un area extensa e importante en cuanto a la actividad
ganadera. Esto permitird una evaluacion y confirmaciéon continua de la enfermedad,
brindando una experiencia certera para aplicar a futuro en toda la provincia
contribuyendo con las acciones propuestas por el Plan Nacional de Control y

erradicacion de la Tuberculosis Bovina en la Repuiblica Argentina.
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HIPOTESIS

En la provincia de Cordoba, Argentina, existen distintos genotipos de M. bovis

que provocan lesiones macroscopicas de diferente grado en bovinos. El predominio del

genotipo actuante depende del origen geografico de los animales.

OBJETIVO GENERAL

Clasificar los diferentes genotipos de M. bovis hallados en bovinos faenados en la

provincia de Cérdoba, Argentina, relacionarlos con las caracteristicas macroscdpicas de

las lesiones y analizar su distribucion espacial.

OBJETIVOS PARTICULARES

Desarrollar un sistema de registro para recolectar la informacion que genera el
frigorifico con el fin de analizar, interpretar y evaluar los datos de origen de los
animales y de tipo y distribucion de lesiones obtenidas en la inspeccidn.
Confirmar, mediante diagnostico bacteriolégico e histopatoldgico, la etiologia de
las LCT detectadas por los Servicios de Inspeccion Veterinaria.

Identificar y tipificar molecularmente los aislamientos obtenidos mediante la
técnica de Spoligotyping.

Relacionar los aislamientos de M. bovis genotipificados, con la ubicacién
anatomica de las lesiones y con las caracteristicas macroscopicas de las mismas.
Estudiar si existen diferencias en la virulencia de diferentes cepas de M. bovis.
Georreferenciar los diferentes genotipos de M. bovis hallados en la provincia de

Cérdoba, Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de la planilla de datos

En una primera etapa del trabajo se confecciond una planilla de datos para ser
utilizada en el muestreo de cada bovino con LCT detectadas en frigorifico y poder
sistematizar y analizar la informacion obtenida. En la misma se tuvo en cuenta el
RENSPA, la categoria de animal y la ubicacion y caracteristicas de las LCT halladas en
cada bovino como se describe a continuacion.

Para poder asociar los hallazgos patolégicos con los diferentes spoligotipos, fue
necesario disefiar un sistema objetivo de cuantificacion de la magnitud de la TB
teniendo en cuenta las caracteristicas macroscopicas de las lesiones observadas. Se
relevaron las caracteristicas macroscépicas que se consideran de mayor importancia en
cada una de las LCT observadas (Corner, 1994; Vordermeier y col., 2002; Menin y col.,
2013). Cada caracteristica fue identificada con un numero que permitié establecer
cuantitativamente el grado de avance de la enfermedad en el animal. A partir de ello se
generd una nueva variable, el score total de cada animal, el cual se calcul6 sobre la base
de la sumatoria del score individual de cada una de las LCT observadas. Para la
elaboracidn del score total se tuvo en cuenta el tamafio, presentacion (que incluye el
numero y distribucion) y caracteristicas de las lesiones (halo rojo, capsula y
calcificacion). Todos los organos afectados de cada animal fueron considerados en el
score total. La planilla de datos utilizada se disefié sobre la base de diversos estudios
previos realizados por diferentes autores (Vordermeier y col., 2002; Palmer y col.,
2007; Buddle y col., 2008; Menin y col., 2013). En el andlisis realizado y de acuerdo a

la cuantificacion de las lesiones, a mayor score se infiere una mayor virulencia de la
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cepa actuante debido a que esos animales son los que presentan mayor cantidad de
lesiones, de mayor tamafio, con ausencia de cépsula limitando la diseminacién del
bacilo, con halo rojo inflamatorio y ausencia de calcificacion y distribuidas en mas
organos.

Mediante esta metodologia se pudo por un lado analizar en forma general las
caracteristicas y distribucion de las lesiones y por otro, cuantificar el avance de la
enfermedad mediante un score de virulencia para posteriormente relacionarlo con el
spoligotipo actuante.

Se detalla a continuacion el esquema de los datos relevados en este estudio.

Cuadro 1: planilla de relevamiento de datos diseifiada para obtener la localizacién de
los establecimientos, categoria de animal y cuantificacion de las LCT.

Fecha N° Tropa RENSEA
p Categoria VC |[VQ |[TO | NO | NT | TE
ANALISIS MACROSCOPICO EN PLAYA DE FAENA
Hal‘o’rc_)Jo Capsula | Calcificacion | Presentaciéon | Tamaiio Score
periférico
GL Retrofaringeos (R)
GL Bronquiales  (B)
GL Mediastinicos (Md)
GL Mesentéricos (Ms)
GL lleocecal (IC)
Bazo
Higado
Intestino
Pulmoén
Pleura
Otros
Score total
SCORE

0 1 2 3 4
Halo Rojo Ausente Presente /! 1 1/
Céapsula Presente Ausente 1/ i /1
Calcificacion Presente Ausente // I /
Presentacion I Focal (1 granuloma) | Multifocal (mas de 1) /" I
Tamafio ! <0.5 cm diam. 0.5-1cm I1-5cm | +5cm
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Descripcion de los datos incluidos en la planilla

e Fecha y numero de tropa: ambos datos se tomaron para control interno
del frigorifico.

e Numero de RENSPA: es el nimero que se le otorga a cada productor

cuando realiza la inscripcion obligatoria ante el SENASA para realizar cualquier
actividad agropecuaria en la Republica Argentina. A través de este codigo, se
asocia al productor agropecuario con el campo donde realiza su actividad.
Cuenta con datos del establecimiento, del productor y de la actividad/es que
desarrolla. Mediante el mismo, es posible también, acceder a la
georreferenciacion. El acceso a esta informacion es restringido al personal
autorizado del SENASA.

A partir de este nimero se obtuvo la procedencia de los animales faenados
en estudio.

e Categoria de animal: los animales en pie para faena se categorizaron por
sexo y peso, el cual estd relacionado con la edad. De estas variables surge la
clasificacion en vaquillona (VQ), vaca (VC), ternero (TE), novillito (NT),
novillo (NO) y toro (TO). Se describe a continuacion (cuadro 2) la

categorizacion de los animales muestreados.
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Cuadro 2: Categorizacion de los animales muestreados para el estudio segiin
el sexo y peso de los mismos.

CATEGORIA PESO VIVO
Vaca (VC) A partir de los 421 k
Vaquillona (VQ) De 300 a 420 kg
Novillo (NO) A partir de los 431 kg
Novillito (NT) De 300 a 430 kg
Ternero (TE) Hasta 300 kg
Toro (TO)

e Andlisis macroscopico en la playa de faena: en cada animal con LCT se

inspecciond y registro la presencia o ausencia de halo rojo periférico, de capsula
y de calcificacion; la presentacion (focal, 1 granuloma; multifocal mas de 1
granuloma) y el tamaiio de la lesion (<0,5 cm, 0,5-1 cm, 1-5 ¢cm, >5 cm). Esto
fue realizado para cada sitio anatomico de asiento de las lesiones en el animal.
Posteriormente las LCT se agruparon segun los diferentes sistemas, a saber:

»  Sistema respiratorio: cuando las LCT se ubicaron en pulmoén y/o
pleura, y/o ganglios linfaticos bronquiales y/o mediastinicos.

» Sistema digestivo: las encontradas en higado y/o intestino y/o
ganglios linfaticos mesentéricos y/o ganglio linfatico ileocecal y/o ganglio
linfatico gastrohepético.

»  Ganglios linfiticos retrofaringeos: se los consideraron como una
categoria tUnica en los animales que sOlo presentaron lesiones en esa
ubicacién, ya que estos comparten porciones anatomicas con la faringe y la
laringe haciendo inadecuada su inclusion en sistema digestivo o respiratorio.

Cuando el animal presentaba lesiones en ganglios linfaticos retrofaringeos y
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ademds en sistema respiratorio, se los consideraron dentro del sistema

respiratorio.

®  Generalizada: cuando se encontraron LCT en mas de un sistema
en estudio.

»  Otras ubicaciones: cuando las LCT se presentaron en lugares no
contemplados anteriormente como ganglios linfaticos retromamarios, de la

carcasa, etc.

Toma de muestras en frigorifico

El muestreo se realizo en un frigorifico de transito federal ubicado en la localidad
de General Deheza, departamento Juarez Celman, provincia de Cordoba, Argentina,
entre los afios 2009 y 2011. En el mismo se faenan para consumo interno, bovinos
provenientes de aproximadamente 600 establecimientos ubicados en la zona centro, sur
y este de la provincia de Cordoba. En el afio 2009 se faenaron un promedio de 2.900
animales por mes, con un porcentaje de decomisos por TBB de 0,47%. En el afio 2010
el promedio de faena mensual fue de 2.265 bovinos y el porcentaje de decomisos por
TBB alcanz6 el 0,7%. En el afio 2011 la tasa de faena disminuy6 y el promedio mensual
fue de 1.900 animales con un 0,28% de decomisos por LCT.

Se realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia, en el que la eleccion
de la muestra qued6 en manos del personal del SENASA perteneciente al frigorifico y
del investigador.

Una vez identificado el animal con LCT, se procedié a la clasificacion de las
caracteristicas encontradas tal como se detallo anteriormente y a la toma de muestra de

tejidos afectados. Si bien para la observacion de lesiones macroscdpicas la necropsia es
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mas sensible que la inspeccion durante la faena, la factibilidad econdmica hace que esta
ultima sea una buena metodologia para el estudio de un gran numero de animales
(Corner, 1994).

Se recolectaron en total 332 muestras de tejidos pertenecientes a 150 bovinos con
LCT. Se utilizaron finalmente para el estudio 311 muestras pertenecientes a 134
bovinos en los que se confirmd la presencia de micobacterias en las LCT.

Para bacteriologia, se recolectaron muestras de los diferentes 6rganos y tejidos
afectados, las cuales se colocaron en frascos estériles y se conservaron refrigeradas
hasta su traslado al laboratorio de Patologia Animal de la Universidad Nacional de Rio
Cuarto (UNRC), donde se conservaron a -20°C hasta su procesamiento. Cuando el
animal tenia LCT en un solo sitio anatomico se tomé una muestra del lugar mientras
que, ante la presencia de LCT en mds de un sitio anatomico se recolectaron hasta 3
muestras de diferentes érganos. Por otra parte, cuando en la misma tropa se presentaban
varios animales con LCT, se tomaron muestras individuales de hasta cuatro animales.

Para histopatologia se colocaron en frascos conteniendo formaldehido al 10%. Se
respetd un tamafio de 1 cm x 1cm comprendiendo tejido lesionado y sano y una relacion
muestra formol de 1:10, cuidando que el trozo de tejido quedara totalmente sumergido.
En este caso, se recolectd una muestra por cada animal afectado.

Todos los recipientes fueron identificados y transportados a la UNRC con la
correspondiente planilla de datos, manteniendo la confidencialidad de la informacion
del frigorifico y de los establecimientos a los que pertenecian los bovinos con LCT.
Para esto, cada muestra simplemente fue identificada con un nimero correlativo con el

que se trabajo durante todo el estudio.
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En la Figura 2 se presenta el proceso de inspeccion en busqueda de LCT, la toma
de muestra de estas lesiones y la preparacion de los recipientes con su respectiva

planilla para ser remitidos al laboratorio.

C

Figura 2: secuencia de las actividades realizadas en el frigorifico.
A: momento de la inspeccién de visceras, B: LCT en pleura parietal, C: toma de muestras
para bacteriologia, D: acondicionamiento de los recipientes y planillas.
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Cultivo de micobacterias

Las muestras fueron procesadas siguiendo las indicaciones de bioseguridad
necesarias para este tipo de material recomendadas por la OMS en el Manual de
bioseguridad en el laboratorio de Tuberculosis (OMS, 2013). Todos los procedimientos
abajo detallados se realizaron en gabinete de seguridad bioldgica clase II A en el
laboratorio de bacteriologia del Departamento de Patologia Animal de la Facultad de
Agronomia y Veterinaria, UNRC.

1. Seleccion_del material para la siembra: cuando se contaba con varias

muestras de un mismo animal se realiz6 un pool de siembra procesandolas todas juntas.

El material inicialmente se disecé en un mortero de porcelana estéril. Se le agregd
cantidad suficiente de arena previamente lavada y esterilizada y se homogeneizo6 con un
pilon hasta obtener una pasta. Posteriormente, se adicionaron aproximadamente 10 mL
de agua destilada estéril para formar una suspension de la que se trasvasaron 5 mL a un
tubo conico plastico estéril de 15 mL de capacidad para su descontaminacion.

2. Descontaminacion por el Método de Petroff modificado: el mismo

consiste en mezclar la muestra contenida en el tubo cénico con una solucion estéril de
NaOH al 4% en una proporcion de 1:2. Se utilizaron 5 mL de la suspension de cada
muestra y 10 mL de NaOH. La mezcla se agitd vigorosamente para la correcta
penetracion del decontaminante y se llevo a estufa a 37°C durante 20 minutos.
Transcurrido dicho tiempo, se retird de la estufa y se llevd a centrifuga durante 10
minutos a 2.000-3.000 rpm. Finalizado este proceso se descartd el sobrenadante. Al
sedimento se le adicionaron unas gotas de rojo fenol como indicador de pH y cantidad

necesaria de solucion de acido sulftrrico al 10% para neutralizar (viraje del indicador de
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rojo a amarillo). Posteriormente se adicionaron 3 mL de agua destilada estéril con el fin
de eliminar restos de acido; nuevamente se centrifugd durante 10 minutos a 2.000-3.000
rpm y finalmente se descarté el sobrenadante.

3. Siembra_en los medios de cultivo: al pellet obtenido se le agregé

nuevamente 1 mL de agua destilada estéril y se agité vigorosamante para homogeneizar
el material a sembrar. Se inocularon 0,2 mL en dos tubos con medio de cultivo ST y 0,2
mL en otros dos con medio de LJ. Los medios de cultivo que se utilizaron para la
siembra fueron los clasicos a base de huevo desarrollados para el crecimiento de
micobacterias. Los mismos fueron preparados en los laboratorios de la UNRC siguiendo
las indicaciones del Manual de Instrucciones para el procesamiento y cultivo de
muestras para la identificacion de M. tuberculosis y M. bovis del SENASA y la
Direccidn de Diagndstico y Control Técnico (Kantor y Bernardelli, 1986) (Anexo item
1.1 y 1.2 pag. 80-81). Previo a la siembra los medios de cultivo fueron sometidos a
controles de esterilidad y de calidad.

4. Cultivo de las micobacterias: una vez realizada la siembra del material

en los medios descriptos, se incubaron durante 60 dias en estufa a 37°C examinandolos
a intervalos de siete dias en busca de crecimiento macroscopico. Cuando fueron visibles
colonias bacterianas (Figura 3) se prepararon extendidos y se tifieron mediante la
coloracién de Z-N para la observacion de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR).
Estos se evidencian como bastones delgados y rojos, ligeramente curvos, mas o menos
granulosos, aislados, apareados o en grupos, destacandose sobre el fondo azul (Figura

4).
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Figura 3: miltiples colonias de M. bovis Figura 4: BAAR en tincion de ZN.
en medio de ST.

Tipificacion molecular por spoligotyping

Una vez confirmada la presencia de BAAR en las colonias bacterianas aisladas,
las mismas fueron tipificadas por la técnica de hibridacién reversa de spoligotyping en
el Instituto de Biotecnologia, CICVyA, INTA, Castelar, segun el protocolo descripto
por Kamerbeek y col., (1997).

En una primera etapa se realizé la extraccion del ADN a partir del cultivo por lisis
rapida de micobacterias por calor. Para esto se resuspendio una ansada de micobacterias
en 200ul. de agua destilada estéril y se incubé a 100°C en bloque seco durante 40
minutos. Ademas de lograrse la lisis del bacilo se consigue inactivarlo para una
manipulacion segura de la muestra. Una vez obtenido el ADN micobacteriano se
comenzo la tipificacion molecular por spoligotyping.

La técnica de spoligotyping se realizé en tres pasos. Para comenzar, la region DR
se amplificé por PCR, utilizando uno de los oligonucleotidos iniciadores biotinilado.
Luego, los productos amplificados se hibridaron transversalmente a los oligonucleétidos
espaciadores que se encuentran fijados covalentemente en la membrana de nylon y

dispuestos paralelamente entre si (Ocimum Biosolutions, India, Ltd.). Finalmente, se
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detecté la hibridacién por quimioluminiscencia y se reveld por autorradiografia. La
ausencia de los espaciadores 3, 9, 16 y 39 a 43 definen al patrén caracteristico de M.
bovis. Se detallan a continuacion cada uno de los procedimientos realizados.

» Amplificacidn: se llevo a cabo en un volumen final de reaccion de 50ul
conteniendo Buffer (Tris-HC] 10mM, pH 9,0; KCI 50mM y Tritén X-100 al 0,1%),
2mM de MgCl2, 0,2mM de cada ANTP, 1,25U de Taq Polimerasa (GoTagR,
Promega Corp., USA), 20 pmoles de los siguientes oligonucledtidos iniciadores
DRa GGTTTTGGGTCTGACGAC, biotinilado en el extremo 5 y DRb
CCGAGAGGGGACGGAAAC y 5ul de templado. Para la reaccion se utilizé un
termociclador modelo PTC-100 (Programmable Thermal Controller, M.J. Research,
Inc., USA), con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 96°C durante
3min, seguido de 30 ciclos de 96°C 1min, 55°C Imin y 72°C 30seg, con una
extension final de 72°C durante 8 min. Como controles se emplearon ADN de las
cepas de referencia M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG. Como templado se
utilizaron SuL del sobrenadante de los lisados de bacterias por calor.

> Hibridacion de los productos de PCR: la membrana filtro se lavo a 60°C

en buffer SSPE 2x/SDS 0,1% con agitacion. Posteriormente se la coloco en el
miniblotter sobre una almohadilla sintética, con los oligonucleétidos ubicados en
sentido transversal a la siembra de los productos amplificados. Se diluyeron los
productos de PCR con SSPE 2x/SDS 0,1%, se desnaturalizaron por calentamiento a
100°C durante 10min y se colocaron inmediatamente en hielo, se llenaron las
ranuras del miniblotter y se incubaron a 60°C en horno durante 1 hora sin agitacion.

Culminada la incubacién, se removié la membrana del miniblotter y se realizaron
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dos lavados con SSPE2x /SDS 0,5% a 60°C con agitacion. Luego la membrana se
incubd con estreptavidina-peroxidasa (1:4000) en SSPE 2x/SDS 0,5% durante 40-
60 min a 42°C con rotacion constante. Seguidamente, se realizaron dos lavados con
SSPE 2x/ SDS 0,5% a 42°C con agitacion, y luego dos mas con SSPE 2x, a
temperatura ambiente con agitacion.

» Deteccion_de la_hibridacion: finalmente, la membrana se reveld por

incubacion con el reactivo de quimioluminiscencia (Pierce ECL, Western Blotting,

Substrate, Rockford, USA), se expuso a un film sensible (Amersham Hyperfilm,

ECL, General Electric, United Kingdom) durante 5-15min y se reveld con

revelador y fijador Kodak BGX (Kodak, USA). La membrana puede volver a

utilizarse previa remocién de los productos de PCR hibridados con SDS al 1% a
80°C y conservacion en EDTA 0,5mM.

Un patrén de Spoligotyping o spoligotipo se define por la presencia o ausencia de

cada uno de los 43 espaciadores y se lo designa arbitrariamente con un numero. La

nomenclatura utilizada para su identificacion fue la utilizada por el Veterinary

Laboratory Agency (VLA) Reino Unido (www.mbovis.org).

Los spoligotipos se clasificaron considerando los siguientes criterios:
a) spoligotipos agrupados: uno o mas aislamientos con el mismo patrén.
b) spoligotipos unicos: aquellos que fueron detectados en un solo aislamiento
durante este estudio pero que han sido detectados previamente.
¢) spoligotipos exclusivos: aquellos encontrados en uno o més aislamientos pero
que no fueron detectados previamente en otros estudios realizados en Argentina ni estan

descriptos en la base de datos internacional www.mbovis.org.
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Procesamiento de las muestras para histopatologia

El diagnostico histopatoldgico se realizo como complemento y apoyo al
diagnostico bacterioldgico. Si bien el cultivo y aislamiento de micobacterias es
considerado la prueba de oro, la histopatologia pasa a ser una herramienta diagndstica
util y complementaria a la prueba de oro. La misma requiere de un tiempo diagnostico
mucho menor y la infraestructura necesaria para llevarla a cabo es sencilla. Diversos
estudios indican una alta concordancia en los resultados entre ambas técnicas (Chavez y
col., 2004; Varello y col., 2008) por lo que en nuestro trabajo si bien se analizaron sélo
las muestras con cultivo positivo, se compararon los resultados obtenidos en ambas
técnicas diagnosticas.

Las muestras contenidas en formol al 10% se sometieron, como se describe a
continuacion, a un proceso de deshidratacién, aclaracion e inclusion en parafina. Se
realizaron los cortes histologicos y luego se colorearon con hematoxilina-eosina (H-E) y
Z-N modificado para tejidos. Todos los reactivos a utilizar se atemperaron a 38°C. Se
inici6 el pasaje de la muestra por 3 alcoholes puros (alcohol etilico de 96°) durante 15
minutos y luego por 2 alcoholes absolutos también con una duracién de 15 min en cada
recipiente. Posteriormente se colocaron en dos recipientes con Xileno durante 10 min
cada uno. Luego se procedioé a la inclusion en parafina a 56-58°C por 3 horas para su
disposicion en tacos o cubos. A partir de alli se cortaron las muestras con micrétomo en
un espesor de 5um y se colocaron en un portaobjeto. Una vez obtenido el corte se
continué con el desparafinado con xileno por 5 minutos, xileno alcohol absoluto 2

minutos y alcohol etilico 80° 2 minutos.

81



Tuberculosis bovina: caracterizacion molecular de aislamientos de Mycobacterium bovis en bovinos de la provincia
de Cérdoba y su relacion con las lesiones macroscopicas

Finalmente, se realizé el lavado con agua corriente o destilada, se secaron en
estufa a 37°C durante 1 a 2 horas y se procedié a la realizacion de las tinciones
mencionadas en el parrafo anterior y descriptas en el anexo 1 items 2 y 3.

Se consideraron positivas aquellas muestras que a la observacion microscopica
presentaban lesiones de tipo granulomatosas caracterizadas por la proliferacion de
linfocitos, macrofagos, células epiteloides gigantes de Langhans acompafiadas o no por

necrosis caseosa central y fibroplasia periférica.

ANALISIS DE DATOS

Georreferenciacion de los aislamientos obtenidos

Para establecer la localizacion de los establecimientos de procedencia de los
animales muestreados, se utilizd el programa Visualizador de Informacion
Georreferenciada (VIG) del SENASA. En el mismo, a partir del nimero de RENSPA
del productor, identificado durante la toma de muestra en frigorifico, se obtuvo la
georreferenciacion del establecimiento de origen de los animales y el tipo de actividad
desarrollada. De acuerdo a las diferentes regiones de procedencia de los animales en
estudio se realizd un mapa de distribucion geografica de los spoligotipos hallados en
cada departamento de la provincia de Cérdoba que se graficaron mediante la aplicacion

proporcionada por Google maps.
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Analisis de las LCT vy los patrones de spoligotipos

Se realizé un analisis descriptivo de las LCT segin su distribucion anatémica y
sus caracteristicas macroscopicas. En este ultimo caso inicialmente se analizaron la
totalidad de las lesiones y luego, se evaluaron por un lado las ubicadas en pulmon y por
otro las halladas en todos los ganglios linfaticos en estudio.

Seguidamente se realizd un analisis descriptivo de la técnica bacteriologica,
histopatologica y de los patrones de spoligotipos obtenidos.

Luego, se realizd un andlisis exploratorio de las caracteristicas macroscopicas
particulares de las LCT segun el spoligotipo detectado. Para visualizar la existencia de
diferencias en cuanto a la virulencia de los diferentes genotipos se analizaron los scores
segln el patron de spoligotipo utilizando el test no paramétrico Kruskal Wallis.

Para el examen de los datos, se utilizé el software estadistico R (www.r-

projet.org).
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Anexo

1-Preparacion de los medios de cultivo para micobacterias

1.1 Medio Lowestein-Jensen

Formula

Fosfato monopotasico anhidro (K H2 PO4).......ccccevveureeneens 24¢
Sulfato de magnesio (MgS0O4 7TH20).......ccccovveervveriecncnnnn. 0,24 ¢
Citrato de MAagNESIO....c.ueeveerieririiriieneeniereeesresereesieeeeeeee e 0,6¢g
L-aSparagina.........ccoceereeeviererienenreeeenteeeeenr et 36¢g
Glicerina bidestilada...........ceeoovviievirieeiiiiiireeeiee e 12,0 mL
Agua destilada C.8.P..coverriiiiiniiiinii 600,0 mL
HUEVOS ENLETOS.......ovvveiiiieieieivirriieieeverevreeeeerreeereeeerserenens 1.000,0 mL

Solucién de verde de malaquita al 2% recién preparada. 20,0 mL

Procedimiento

* Disolver las tres primeras sales y la asparagina en 200 mL de agua destilada.
Si es necesario calentar suavemente a bafio de Maria.

* Pasar a un matraz de 2.000 mL de capacidad, agregar la glicerina y el resto del
agua destilada hasta completar 600 mL.

* Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 120°C y dejar enfriar.

* Los huevos deben ser frescos, preferentemente de granja. Limpiarlos
cuidadosamente con un cepillo, agua y jabon y dejarlos durante algunos minutos en
remojo en un recipiente con agua jabonosa. Enjuagarlos cuidadosamente con agua
corriente, colocarlos en un canastillo de alambre y limpiarlos con una gasa embebida en

alcohol al 70°.
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* Quebrar los huevos uno por vez en un pequefio vaso estéril observando la
yema de cada uno, que debe ser firme y de forma redonda, sin aplastarse ni romperse.
Colocarlos en un vaso de batidora o licuadora hasta completar un litro y mezclarlos a
baja velocidad durante algunos segundos. Todo el material debe estar estéril.

* Volcar los huevos homogeneizados en el matraz que contiene la solucion de
sales, la asparagina y la glicerina.

* Agregar inmediatamente 20 mL de la solucidn acuosa de verde de malaquita
al 2%.

* Mezclar bien agitando manualmente al matraz y dejar reposar para que las
burbujas de aire contenidas en el medio asciendan a la superficie y se eliminen.

1.2 Medio Stonebrink

Formula

Fosfato monopotasico anhidro (K H2 PO4)........cccoovveniiicnnins 3.5¢g
Fosfato disddico (NaHa2 PO4 2H20)........ccccoeeevvieeereernieenneene 20¢g
Piruvato de SOQ10...cccoiiieee oot s s a e 6,25¢
Agua destilada.........covieriiriiniiiinc 500,0 mL
HUEVOS ENEETOS....ccivveeeeiiiiiviviiieeieieeeeeereeeeeeeeeereeeeeeseneeeseseaenns 1.000,0 mL
Solucién de verde de malaquita al 2% (recién preparada).........20,0 mL

La preparacion de este medio es similar al de Lowenstein Jensen; varia solamente
la composicion de la solucion salina en la que en lugar de glicerina se incorpora
piruvato de sodio. Es el recomendado para cultivar M. bovis tanto de muestras de origen

animal como humanas.
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2-Coloracion de Ziehl-Neelsen a partir de frotis

1-  Cubrir con fucsina fenicada, calentando el portaobjetos por debajo
mediante calor indirecto hasta desprendimiento de vapores sin prolongar ese efecto.
Luego dejar 3 minutos en contacto con la fucsina.

2-  Enjuagar con agua destilada.

3-  Decolorar con etanol 95° con 3% de acido clorhidrico hasta que
solamente quede una ligera coloracion rosada (2 a 3 minutos).

4-  Lavar con agua destilada.

5-  Cubrir con solucion de azul de metileno durante 1 minuto.

6- Lavar con agua corriente y dejar secar a temperatura ambiente.

7-  Observar al microscopio bajo objetivo de inmersion.

3-Tincion de Hematoxilina-Eosina a partir del corte histologico

1- Cubrir con hematoxilina de Harris 1 minuto.

2- Lavar con agua.

3- Cubrir con eosina durante 1 minuto.

4- Los preparados se deshidratan pasandolos rapidamente por alcohol y
xilol.

5- Montaje: colocar una gota de balsamo sintético sobre el corte y encima

un cubreobjetos evitando la formacion de burbujas de aire. Llevar a estufa a 37°C para
el secado del balsamo.

6- Observar al microscopio.
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RESULTADOS

Analisis observacional a partir de la planilla de datos

» Procedencia de los animales muestreados

De los 150 animales muestreados inicialmente, un total de 134 que resultaron con
aislamiento bacterioldgico positivo fueron incorporados al presente estudio.

El 49,25% (n=66) de los bovinos procedieron de establecimientos particulares,
mientras que el 50,75% (n=68) de remates ferias. Mediante el nimero de RENSPA y el
VIG, en el primer caso, se pudo establecer la georeferenciacion de los establecimientos.
En el segundo caso, en donde los animales provenian de remates feria, el reemplazo del
nimero de RENSPA del propietario por el de la firma consignataria, imposibilitd
determinar el origen inicial de la hacienda, y la actividad desarrollada por el productor.
Por lo tanto, en estos casos, solamente se obtuvo la localidad de la feria de procedencia

de los bovinos.

e Ubicacion geografica de los establecimientos particulares por departamento

en la provincia de Cérdoba

Al evaluar la ubicacion de los establecimientos particulares de los cuales provenian
los animales con TBB en la provincia de Cordoba, se observo que el 24,24% (n=16)
correspondieron al departamento de Juarez Celman; 33,33% (n=22) a Rio Cuarto; 9,1%

(n=6) a General Roca; 10,60% (n=7) a Pte. Roque Séenz Peiia; 6,06% (n=4) a General
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San Martin; 4,55% (n=3) a Unién; 6,06% (n=4) a Marcos Juarez y 6,06% (n=4) a
Tercero Arriba (Figura 5).

o Ubicacion geografica de los remates feria por departamento en la provincia

de Cordoba
El 30,9% (n=21) de los animales correspondieron a ferias del departamento General
San Martin, el mismo porcentaje 30,9% (n=21) a Pte. Roque Saenz Pefia; 11,7% (n=8) a
Judrez Celman; 10,3% (n=7) a Unién, 5,9% (n=4) a Marcos Judrez; 5,9% (n=4) a Rio

Cuarto y 4,4% (n=3) a General Roca (Figura 5).
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Figura 5: ubicacion y cantidad de establecimientos particulares y de

remates feria por departamento en la provincia de Cérdoba.
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» Categorias de animales muestreados

En la Tabla 1 se detallan las categorias de animales muestreados.

Tabla 1: categorias, nimero absoluto y porcentaje de animales muestreados

Categoria N° de animales Yo
Vaca (VC) 66 49,2
Vaquillona(VQ) 21 15,7
Toro (TO) 1 1,3
Novillito (NT) 16 11,5
Novillo (NO) 27 20,1
Ternero (TE) 3 2,2
TOTAL 134 100

Cuando se discriminaron las categorias de animales segun la procedencia se observo,
que en el caso de los correspondientes a productores particulares se distribuyeron en
37,88% (n=25) VC, 30,30% (n=20) NO, 13,64% (n=9) NT, 12,12% (n=8) VQ, 4,55%
(n=3) TE y 1,51% (n=1) TO.

En los procedentes de remates ferias, el 60,3% (n=41) fueron VC, 19,11% (n=13)
VQ, 10,30% (n=7) NT y 10,29% (n=7) NO.

» Analisis macroscopico de las LCT

Inicialmente se analiz¢ la distribucion de las LCT por sistemas y en cada uno de
ellos.

e Distribucion de las LCT por sistema

El 54,48% (n=73) de los animales tuvieron lesiones Unicamente en sistema
respiratorio, el 7,46% (n=10) so6lo en sistema digestivo, el 32,84% (n=44) generalizada,
el 2,23% (n=3) en otras ubicaciones (ganglios linfaticos pre-escapulares y/o
retromamarios y/o de la carcasa) y el 2,99% (n=4) s6lo en ganglios linfaticos

retrofaringeos (Figura 6).
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Cabe destacar, que se consider6 como una categoria unica a los ganglios
retrofaringeos en los animales que sélo presentaban lesiones en esa ubicacion, ya que
estos comparten porciones anatomicas con la faringe y la laringe haciendo inadecuada
su inclusion en sistema digestivo o respiratorio. Cuando el animal presentaba lesiones
en ganglios retrofaringeos y ademas en pulmones o ganglios respiratorios se los

consider6 dentro del sistema respiratorio.

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Figura 6: distribucién relativa de las LCT segin los diferentes sistemas afectados.

e Distribucion de las LCT en sistema respiratorio

En cuanto a las 73 LCT halladas tGnicamente en el sistema respiratorio, el
21,92% (n=16) se ubicaron so6lo en los ganglios linfaticos (bronquiales y/o
mediastinicos), el 9,59% (n=7) sélo en pulmén y el 68,49% (n=50) presentaba lesiones
tanto en pulmén como en ganglios linfaticos (bronquiales y/o mediastinicos y/o

retrofaringeos) (Figura 7).

90



Tuberculosis bovina: caracterizacién molecular de aislamientos de Mycobacterium bovis en bovinos de la provincia
de Cérdoba y su relacion con las lesiones macroscopicas

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Ganglios Pulmon Pulmony
linfaticos ganglios
linfaticos

Sist. Respiratorio

Figura 7: distribucion relativa de las LCT observadas en sistema respiratorio

e Distribucion de las LCT en sistema digestivo

En los 10 animales que presentaron lesiones sdlo en sistema digestivo, el 40% se
ubicaron sélo en higado, el 20% solo en ganglios (mesentéricos y/o gastrohepaticos) y
el 40% en tanto en higado como en ganglios (Figura 8). Uno de los 10 bovinos presentd

también lesiones en peritoneo y otro en intestino.
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Ganglios Higado Higado y ganglios
linfaticos linfaticos

Sist. Digestivo

Figura 8: distribucion relativa de las LCT halladas en sistema digestivo
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Caracteristicas macroscdpicas individuales de las LCT

De los 134 animales en estudio se obtuvieron 311 organos con LCT que se
incorporaron al estudio de sus caracteristicas macroscopicas. Se analizaron las
particularidades de las lesiones en su totalidad y luego en forma individual, las
correspondientes al sistema respiratorio que fueron las que abarcaron el 63% de las
muestras.

» PRESENCIA/AUSENCIA DE HALO ROJO PERIFERICO

De las 311 muestras analizadas, 58,2% (n= 181) no presentaron halo rojo rodeando
la lesion (Figura 9).

Con respecto al sistema respiratorio, en pulmon (n=85), predominaron las que tenian
halo rojo periférico (Figura 10), agrupando al 65,9% (n=56) de las muestras. En
ganglios linfaticos mediastinicos y bronquiales (n=111), un 59% (n=66) de lesiones no

presentaba halo rojo periférico (Figura 9).

Figura 9: LCT en ganglio linfatico en la cual Figura 10: LCT en tejido pulmonar donde

se no se observa la presencia de halo rojo. observa el halo rojo periférico
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> PRESENCIA/AUSENCIA DE CAPSULA
El 69,77% (n=217) de las muestras totales no presentaron capsula fibrosa mientras
que el 30,23% (n=94) si presentaron capsula fibrosa rodeando la lesion (Figura 11).
En pulmdn, el 52,7% (n=62) y en ganglios linfaticos del sistema respiratorio el

76,57% (n=85) se observaron sin capsula periférica.

Figura 11: se seiiala (flecha) la capsula fibrosa rodeando la

lesion pulmonar

» PRESENCIA/AUSENCIA DE CALCIFICACION
El 74,92% (n=233) de las muestras en estudio no evidenciaban calcificacion.
En pulmén, en el 57% (n=67) de las muestras y en ganglios linfaticos respiratorios
en el 70,27% (n=78) no se apreciaba esta caracteristica.
» PRESENTACION DE LAS LCT
La presentacion predominante en la totalidad de las lesiones (n=311), fue la
multifocal (mas de un granuloma), (Figura 12) que agrup6 al 89,06% (n=277) de las
muestras, mientras que el 10,94% (n=34) presentaron lesiones focales (un solo
granuloma) (Figura 13).
Al analizar las lesiones en el sistema respiratorio, que fue el mas afectado, se

observé que en pulmén (n=85), la forma multifocal agrup6 al 84,70% de las muestras y
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el 15,3% present6 lesiones focales (Figura 13). En ganglios mediastinicos y bronquiales
(n=111), la presentacion multifocal también fue la mas encontrada agrupando al 83,78%

de las muestras.

_ftrﬁ-‘-—. P 1y 4

Figura 13: presentac(m focal de LCT en lobulo apical del pulmén.

-

» TAMANO DE LAS LCT
Con respecto al tamafio de las lesiones, en el 32,15% (n=100) de las muestras fue
menor a 0,5 cm y en el 32,48% (n=101) de 0,5 a 1 cm. Estas dos categorias
predominaron agrupando al 64,63% de las LCT. Un 26,37% (n=82) oscilaron entre 1 a

5 cm y s6lo un 9% (n=28) fueron mayores a S cm (Figuras 14, 15 y 16).
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Puntualmente en el pulmon, las lesiones de hasta 1 cm (Figura 16) fueron
observadas en el 58,82% (n=50) de los casos, de 1 a 5 cm en el 28,23% (n=24) y
mayores a 5 cm (Figura 12) en el 12,94% (n=11) de las muestras.

En ganglios linfaticos del sistema respiratorio, el tamafio de hasta 1 cm fue
encontrado en el 71,17% (n=79) de las muestras, el 19,81% (n=22) erande 1 a 5 cm

(Figura 15) y el 9% (n=10) tenia un tamafio mayor a 5 cm.

Figura 15: LCT de 1 a 5 cm en ganglios linfaticos.
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Figura 16: LCT en pulmoén de tamaiio mayor a Scm.
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Anadlisis bacterioldgico

De los 150 bovinos con LCT muestreados, 134 (89,33%) presentaron crecimiento
macroscopico de colonias compatibles con micobacterias y tinciéon de Z-N positiva. Los
restantes 16 fueron negativos al cultivo. El porcentaje de recuperacion de micobacterias a
partir del material analizado fue del 89,33%.

El 100% de las muestras que presentaron crecimiento bacteriano, lo hicieron en el
medio de ST (Figura 17) y el 20,9% también se desarrollé en el medio de LJ. Ninguna

muestra crecié inicamente en el medio de LJ.

Figura 17: miiltiples colonias de M. bovis en medio de ST.
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» Andlisis histopatologico

Por histopatologia, de los 150 animales muestreados con lesiones macroscopicas
compatibles con tuberculosis, 137 evidenciaron lesiones granulomatosas y 13 resultaron
sin lesiones caracteristicas de la enfermedad.

En 135 de los 150 animales muestreados hubo concordancia entre los resultados
del aislamiento del agente y la histopatologia: 128 positivos y 7 negativos a ambas
técnicas. En 6 animales el cultivo fue positivo pero negativa la histopatologia y
finalmente 9 fueron negativos al cultivo pero positivos al andlisis microscopico (Tabla
2).

Tabla 2: resultados obtenidos en el cultivo bacteriologico y en la histopatologia de los
150 animales muestreados

' : HistOpatologia . Total
Cultivo Positiva Negativa
Positivo 128 6 134
(85,33%) (4%) (89,33%)

Negativo ? 7 b
(6%) (4.66%) (10,66%)
137 13 150

TOTAL | 97 330 8.66%) | (100%)

En las muestras negativas tanto al cultivo como a la histopatologia se
diagnostico microscopicamente 3 casos de actinobacilosis en pulmon, 2 de neumonias

exudativas y 2 de leucosis en ganglios linfaticos.
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» Tipificacion molecular

A partir de los 134 aislamientos de M. bovis, se obtuvieron 19 spoligotipos diferentes: 9

agrupados, 8 unicos y 2 unicos y exclusivos (Figura 18).
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Figura 18: patrones de spoligotipos (SB) de M. bovis obtenidos y cantidad de
aislamientos de cada uno. La cepa H37Rv fue utilizada como control.

Como se puede observar en la Figura 18, se detectaron dos grandes familias, una
desde el SB0996 al SB0145 y otra del SBNN al SB0520 relacionadas en mas del
90,35% y 95,45% respectivamente agrupando al 68,65% y 18,65% de los aislamientos
estudiados.

El spoligotipo mas frecuente, que se encontré en el 49,25% de los aislamientos
(n=66) fue el SB0140 seguido por el SB0153 y SB0145 que se observaron en el 11,20%
=15) vy 9% (n=12) de los aislamientos respectivamente. El SB0120 (mismo

spoligotipo de la cepa vacunal M. bovis BCG) y el SB0130 se identificaron en 6,71%
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(n=9) y 6% (n=8) de las muestras. El resto se distribuyé en 14 spoligotipos diferentes.
El 3,7% (n=5) pertenecieron al SB0273, 3% (n=4) al SB0484, 2,23% (n=3) al SB0520,
y 1,49% (n=2) al SBO131. Los 8 aislamientos con spoligotipos Unicos fueron los
SB1043, SB0980, SB0267, SB0996, SB1068, SB1016, SB1788 y SB0269. Los SB0820
y SBNN fueron unicos y exclusivos al no haber sido descriptos con anterioridad, no
habérselos detectado nuevamente y no estar registrados en la base de datos internacional

(Figura 19).
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Figura 19: porcentaje de spoligotipos de M. bovis detectados.

» Distribucién geografica de los spoligotipos

Como se menciond anteriormente, la georreferenciacion de los establecimientos de
origen de los animales detectados en frigorifico con LCT es posible si se obtiene en
numero de RENSPA del productor, de lo contrario no podemos acceder a la
informacion provista por el VIG de SENASA. En la Figura 20 se observa el mapa de la
provincia de Cérdoba en el que se detalla la georrefenciacion de cada establecimiento

de donde provenian los animales en estudio. Sélo se pudieron georreferenciar 13
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spoligotipos los que fueron identificados en animales provenientes de establecimientos

particulares. Los 6 spoligotipos restantes provenian de animales de remates feria.

$80153
@ 580145
@ 580120

$B80131
@ $B0130
® 580484
® spO140
O 5B0273

Figura 20: georreferenciacion de los 13 spoligotipos encontrados en establecimientos
particulares de la provincia de Cérdoba
En el cuadro 3 se indica la cantidad y spoligotipos detectados por departamento en

la provincia de Cordoba provenientes de productores particulares. En el Cuadro 4 se
realiza el mismo analisis pero de los animales provenientes de remates feria.

En cuanto a la localizacion de los spoligotipos unicos y de los tnicos y exclusivos,
en el departamento General Roca y Tercero Arriba se detectaron spoligotipos tinicos
(SB1788 y SB1016) (Cuadro 3). En el departamento Gral. San Martin y Rio Cuarto se

ubicaron los patrones tunicos y exclusivos (SB0820 y SBNN) (Cuadro3). Los 6
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spoligotipos tinicos restantes pertenecian a animales que provenian de remates feria por

lo que no se pudoestablecer su origen.

Cuadro 3: nimero de muestras procesadas y cantidad de spoligotipos aislados de animales
provenientes de establecimientos particulares distribuidos por departamento en la

provincia de Cérdoba.

Spoligotipos/(n°® de
Departamento | N° muestras aislamientos) Observaciones
SB0153 (2)
SB0145 (1)
Gral Roca. 6 SB0140 (1) SB1788 es unico.
SB0273 (1)
SB1788 (1)
Los dos aislamientos, SB0120
SB0145 (1) pertenecian al mismo establecimiento
Gral. San
Martin 4 SB0120 (2) o (tambo). .
SB0820 (1) El spoligotipo SB0820 es unico y
exclusivo.
SB0145 (2) Dos aislamientos SB0140 pertenecian a
Juarez 16 SB0140 (13) un mismo establecimiento (invernada y
Celman SB0520 (1) cria).
SB0520 (1)
Marcos 4 SB0140 (2)
SB0130 (1)
SB0145 (1)
Roque Sdenz SB0140 (2) Cuatro aislamientos (dos SB0140 y dos
Peiia 7 SB0131 (2) SB0131) pertenecian a un mismo
SB0273 (1) establecimiento de engorde a corral.
SB0120 (1)
SB0153 (6) Tres aislamientos SB0153 pertenecian
SB0145 (1) a un establecimiento de cria.
SB0130 (1) Dos aislamientos SB0140 al mismo
Rio Cuarto 22 SB0484 (1) establecimiento (cria).
SB 0140 (11)
SB0520 (1) El spoligotipo SBNN es tinico y
SBNN (1) exclusivo.
Unién 3 SB0140 (3)
SB0130 (1)
]:;:iir: 4 SS]];B (;};:z ((11)) El spoligotipo SB1016 es unico.
SB0120 (1)
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Cuadro 4: nliimero de muestras procesadas y cantidad de spoligotipos aislados de animales
provenientes de remates feria distribuidos por departamento en la provincia de Cérdoba

Spoligotipos/(n° de
Departamento | N° muestras aislamientos) Observaciones
SB0145 (1) El patron SB0120 y SB1043 provienen
Gral Roca. 3 SB0120 (1) de la misma feria y el SB0145 de otra.
SB1043 (1) E1 SB1043 es unico.
SB0153 (2)
SB0145 (2)
SB0130 (2)
SB0140 (7) Todos provenientes de la misma feria.
Gral. San 21 SB1068 (1)
Martin SB0269 (1) Los spoligotipos, SB0980, SB0269,
SB0273 (3) SB0996 y SB1068 son unicos.
SB0980 (1)
SB0120 (1)
SB0996 (1)
. SBO140 (4) Todos provienen de una misma feria
Juarez 8 SBO145(2) con excepcion del SBO153 que
Celman SBO153 (1) roviene de otra
SB0130 (1) P '
Marcos 4 SB0153 (3) Las tres muestras SB0153 pertenecen a
Juarez SB0120 (1) una feria y la SB0120 a otra.
El patron SB0140 (1) proviene de una
SB0140 (16) feria.
Roque Senz SB0130 (1) Los patrones SB0140(6), SB0145 (2),
Pefia 21 SB0267 (1) SB0484 (1) y SB0130 (1) de otra feria
SB0484 (1) El SB0140 (9) y el SB0267 (1) de otra
SB0145 (2) feria.
El SB0267 es tnico.
SB0140 (2)
Rio Cuarto 4 SB0484 (1) Todos de la misma feria.
SB0120 (1)
Los aislamientos provienen de 4 ferias.
SB0140 (5) Una a la que pertenecen 4 muestras
. SB0140.
Unién 7 SBO130 (1) Otras tres a las que pertenecen una
SB0120 (1)

muestra SB 0140, una SB0120 y una
SB0130.

103




Tuberculosis bovina: caracterizacién molecular de aislamientos de Mycobacterium bovis en bovinos de la provincia
de Cérdoba y su relacion con las lesiones macroscdpicas

ANALISIS DE LAS LCT SEGUN SPOLIGOTIPO

Teniendo en cuenta la gran diversidad de spoligotipos hallada en este estudio, se
trabajé6 con los 8 que presentaron mayor frecuencia: SB0153, SB0145, SB0120,
SB0130, SB0484, SB0140, SB0273 y SB052, que agruparon al 91% del total de los
aislamientos obtenidos.

Inicialmente, se realizé un andlisis exploratorio de las caracteristicas individuales
de las LCT segun el spoligotipo actuante. Para esto, se tomaron en cuenta por un lado
las lesiones ubicadas en pulmén y por otro las ubicadas en la totalidad de los ganglios
linfaticos en estudio (mediastinicos, mesentéricos, retrofaringeos, gastrohepatico, etc).
Esto se debe a que la mayor parte de las lesiones se asentaron en estas ubicaciones y
fueron muy escasas en otros 6rganos como bazo, higado e intestino.

Posteriormente se evalué la distribucion anatomica de las lesiones segun los
diferentes spoligotipos.

Finalmente, se realizd un andlisis del score de virulencia obtenido para cada

animal segun el spoligotipo actuante mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

» Amndlisis explotarorio de las LCT segun spoligotipo

En las Tablas 3 y 4 se presentan las caracteristicas macroscopicas en estudio,
asociadas a los diferentes spoligotipos en pulmén y en la totalidad de los ganglios

linfaticos. El analisis se realiz6 sobre la base de estos datos.
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Tabla 3: caracteristicas de las LCT en pulmén segun el spoligotipo. Halo rojo, cipsula y
calcificacion: 0=ausencia 1=presencia. Presentacion: 1=focal, 2=multifocal. Tamaifio:
I1=menor a 0,5c¢m, 2= 0,5-1cm, 3= 1-5¢m, 4=mas de Scm.

Spo. Halo rojo Capsula Calcificacion | Presentacion Tamafio

0 1 0 1 0 1 1 2 1 2 3 4
0153 4 7 6 5 9 2 4 7 1 4 4 2
0145 2 5 3 4 6 1 1 6 0 5 1 1
0120 1 5 5 1 3 3 0 6 1 3 2 0
0130 0 4 2 2 4 0 0 4 2 1 1 0
0484 0 3 3 0 2 1 0 3 1 0 2 0
0140 16 | 24 | 30 10 33 7 1 39 13 9 12 6
0273 2 2 4 0 3 1 1 3 1 1 0 2
0520 1 3 0 3 0 0 3 2 1 0 0
Total 26 | 52 | S6 [ 22 63 15 7 71 21 24 | 22 11

Tabla 4: caracteristicas de las LCT en ganglios linfaticos segiin el spoligotipo. Halo rojo,
capsula y calcificacion: 0=ausencia 1=presencia. Presentacion: 1=focal, 2=multifocal.
Tamaiio: 1=menor a 0,5¢m, 2= 0,5-1cm, 3= 1-Scm, 4= mas de Scm.

Spo. Halo rojo Capsula | Calcificacién | Presentacién Tamaiio

0 1 0 1 0 1 1 2 1 2 3 4
0153 12 6 12 6 10 8 4 14 3 4 8 3
0145 15 5 13 7 12 8 1 19 9 3 8 0
0120 11 4 11 4 11 4 4 11 8 3 4 0
0130 4 2 5 1 5 I 0 6 4 1 | 0
0484 2 2 4 0 3 1 0 4 1 2 | 0
0140 38 | 27 | 46 19 52 13 11 54 24 | 26 10 5
0273 9 4 13 0 9 4 3 10 2 7 2 2
0520 3 1 3 1 1 3 0 4 2 2 0 0
Total 94 | 51 | 107 | 38 103 42 23 122 | 53 | 48 | 34 10

Inicialmente se realizo un analisis de proporciones de cada variable macroscopica

segun el spoligotipo correspondiente tanto en pulmdn como en ganglios linfaticos.

. Halo rojo: en las Figuras 21 y 22 de barras multiples relativas se presentan las

proporciones de halo rojo en las LCT en pulmoén y ganglios linfaticos. Se observa

mayor presencia de halo rojo en las lesiones pulmonares ocurriendo lo inverso en

ganglios linféticos.
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Figura 21: proporcion de presencia (P) ausencia (A) de halo rojo en pulmén segin
spoligotipo.
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Figura 22: proporcion de presencia (P) ausencia (A) de halo rojo en ganglios linfaticos
segin spoligotipo.

. Capsula: las Figuras 23 y 24 demuestran la presencia o ausencia de capsula en
las LCT encontradas en pulmon y en ganglios linfaticos.

En pulmén (Figura 23), podemos observar que en el SB0145 la presencia de
capsula es mayor que la ausencia a diferencia de todos los demas spoligotipos. Por
otra parte, el spoligotipo SB0520 presenta ausencia total de capsula fibrosa rodeando

la lesion en todas las muestras de tejido pulmonar. Los patrones SB0484 y SB0273
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presentan ausencia de capsula en la totalidad de las muestras tanto de pulmén como de

ganglios linfaticos (Figuras 23 y 24).
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Figura 23: proporcion de presencia (P) ausencia (A) de capsula en pulmén
segiin spoligotipo
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Figura 24: proporcion de presencia (P) ausencia (A) de capsula en ganglios linfaticos
segun spoligotipo.

o Calcificacion: las Figuras 25 y 26 indican las proporciones de muestras con
presencia o ausencia de calcificacion segun el spoligotipo. Para esta caracteristica, en
ganglios linfaticos (Figura 26) el patron SB0520 presenta una mayor proporcioén de

lesiones con presencia de calcificacion en tanto que en el resto de los spoligotipos se
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aprecia una mayor proporcion de lesiones con ausencia de calcificacion. No se

evidencid calcificacion en la totalidad de las muestras de pulmén correspondientes a los

spoligotipos SB0130 y SB0520 (Figura 25).
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Figura 25: propercion de presencia (P) ausencia (A) de calcificacion en pulmon segiin
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Figura 26: proporcion de presencia (P) ausencia (A) de calcificacién en ganglios linfaticos

segun spoligotipo

. Presentacion; las Figuras 27 y 28 detallan la presentacion focal o multifocal de

las LCT descriptas en pulmén y en ganglios linfaticos. Para todos los spoligotipos en

estudio la proporcion de lesiones multifocal fue ampliamente superior. Los patrones
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SB0130, SB0484 y SB0520 tuvieron nula presentacion focal tanto en pulmén como en

ganglios linfaticos.
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Figura 27: presentacion focal o multifocal de las LCT en pulmén segun spoligotipo
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Figura 28: presentacion focal o multifocal de las LCT en ganglios linfaticos segin
spoligotipo

. Tamaiio: en las Figuras 29 y 30 se observa la proporcion de lesiones de
diferentes tamafios. En pulmoén (Figura 29), se destaca el patrén SB0273, el unico en

donde la mayor proporcidn de las lesiones fueron de mas de 5 cm.
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» Distribucion anatémica de las LCT por spoligotipo

Se observan a continuacion los diferentes sistemas organicos afectados de acuerdo

a cada spoligotipo (Figura 31).

SB0153 (n=15) SB0145 (n=12)

W Sistema resp. H Sistema resp.

H Sistema digest. i Generalizada

M Generalizada

M Otras
SB0120 (n=9)
11% B0120 (n=9 | SB0130 (n=8)

M Sistema resp. & Sistema resp

& Generalizada .
i Generalizada

M Retrofaringeos

SB0140 (n=66)

SB0484 (n=4) 3% 3%

M Sistema resp.

M Sistema digest.

M Sistema resp. i Generalizada

M Retrofaringeos M Retrofaringeos

M Otros
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SB0273 (n=5) SB0520 (n=3)

# Sistema resp. B Sistema resp.

i Generalizada i Generalizada

Figura 31: sistemas organicos afectados de acuerdo a cada spoligotipo.

Como podemos observar, todos los spoligotipos analizados, con excepcion del
SB0273 y el SB0520, afectaron principalmente el sistema respiratorio.

El SB0273 y el SB0520 fueron los Ginicos que se observaron en mayor proporcion
en la forma generalizada de la enfermedad. Por el contrario, el SB0484 fue el Gnico que
no se observo en la forma generalizada de la enfermedad, todas las lesiones provocadas
por aislamientos con este spoligotipo fueron principalmente en sistema respiratorio y en
ganglios linfaticos retrofaringeos.

Se destaca la baja proporcion de lesiones en sistema digestivo. Solo los patrones

SB0140 y SB0153 estuvieron involucrados en aislamientos que afectaron este sistema.
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» Analisis del score de virulencia segun spoligotipo

Al realizar el analisis exploratorio del score total de cada animal segun el
spoligotipo se observa que el coeficiente de variacion, para cada spoligotipo, es
superior al 30% indicando que hay una considerable variabilidad, la que se puede

observar en el siguiente grafico (Figura 32).
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Figura 32: grafico de cajas en el que se observa la media, la mediana y la dispersion de los
scores para cada spoligotipo.

El spoligotipo SB0130 es el que presenta el menor score con una mediana de 10,

en tanto que el spoligotipo SB0273 presenta el mayor score con una mediana de 28.
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El spoligotipo SB0140, que fue el mas frecuentemente hallado en este estudio,

presenta una mediana de 13.

Los spoligotipos SB0153, SB0145 y SB0120 tienen medianas muy semejantes, de
16; 16,5 y 17 respectivamente.

e Test de Kruskal-Wallis

Se realizo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar las 8

poblaciones determinadas por los spoligotipos.

Se obtuvo un valor p=0,029 por lo que hay evidencias estadisticamente
significativas que indican que el efecto de los scores totales es diferente para al menos
un spoligotipo.

En el Cuadro 5 se pueden observar las diferencias, significativas o no
significativas, entre los tratamientos de los spoligotipos realizados de a pares en base al

rango promedio, obtenidas con una prueba a posteriori no paramétrica.

Spo. SB0273 | SB0120 | SB0153 | SB0520 | SB0145 | SB0484 | SB0140 | SB0130
102.60 76.67 74.30 67.33 66.42 55.25 55.03 41.69

SB0273 - Ns Ns Ns Ns Sig Sig Sig
SB0120 - Ns Ns Ns Ns Ns Sig
SB0153 - Ns Ns Ns Ns Sig
SB0520 - Ns Ns Ns Ns
SB0145 - Ns Ns Ns
SB0484 - Ns Ns
SB0140 - Ns
SB0130 -

Cuadro 5: representacion de las diferencias significativas (Sig) o no significativas (Ns)
entre los spoligotipos para los diferentes score de virulencia.

El spoligotipo SB0273 presenta el mayor rango promedio ubicandose en primer

lugar en base al score planteado y es significativamente diferente de los spoligotipos

SB0484, SB0140 y SB0130.
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Los spoligotipos SB0120 y SB0153 son estadisticamente diferentes del SB0130.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el resto de los

spoligotipos detectados en este estudio.
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DISCUSION

De acuerdo a la hipotesis planteada se pudo demostrar que en la provincia de
Cordoba se observa una considerable diversidad genética en las cepas de M. bovis que
provocan lesiones macroscopicas de distintos grados en bovinos existiendo diferencias
que nos permiten inferir que algunos genotipos son mas virulentos que otros.

En cuanto al predominio del genotipo actuante segun el origen geografico de los
animales, no se pudo realizar en la totalidad de las muestras debido a que no fue posible
identificar la procedencia de los bovinos en la mitad de los casos ya que fueron
comercializados mediante remate feria.

En una primera etapa, al analizar los resultados de la tipificacion de los
aislamientos obtenidos en nuestro estudio (Figura 18), se observa que nuestra provincia
cuenta con una variedad genética importante de cepas de M. bovis (19 spoligotipos
diferentes). Este nimero de spoligotipos se correlaciona con el hallado en bovinos de las
provincias de Buenos Aires (n=26) y Santa Fe (n=28), considerando la informacién de
la base de datos de spoligotipos del Instituto de Biotecnologia, del CICVyA-INTA, en
la que se cuenta con los spoligotipos de 1550 aislamientos de M. bovis de Argentina, de
los cuales 1026 corresponden a bovinos. Estas tres provincias son las que concentran
mas de la mitad del ganado bovino del pais (56,43%). De un total de 51.646.544
existencias bovinas en la Republica Argentina, Buenos Aires colabora con 17.476.258
siendo la provincia con mayor cantidad de ganado del pais seguida por Santa Fe que
cuenta con 6.566.999 bovinos y Cdérdoba que se ubica en cuarto lugar, luego de

Corrientes, con 4.453.904 bovinos (SENASA, 2014).
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De los 19 spoligotipos identificados en nuestra provincia, dos (SB0820 y SBNN)
no habian sido detectados hasta el momento en Argentina ni descriptos en la base de
datos internacional del VLA (www.mbovis.org), considerdndose unicos y exclusivos.
Por otro lado, ocho (SB1043, SB0980, SB0267, SB0996, SB1068, SB1016, SB1788 y
SB0269) han sido detectados en un unico aislamiento por lo que fueron definidos como
unicos en nuestro estudio. La presencia de patrones Unicos y exclusivos no detectados
previamente podria deberse, como citan otros autores (Aguilar y col., 2009; Zumarraga
y col., 2010) a que no toda la poblacién de bovinos con TB ha sido analizada y los que
resultaron Unicos podrian encontrarse en una muy baja proporcion en la poblacién
estudiada.

En la provincia de Cérdoba, al igual que globalmente en Argentina, el SB0140
predomina ampliamente, agrupando al 49,25% de los aislamientos estudiados (Figura
19). El mismo, es también el mas frecuente en paises vecinos como Chile. Sin embargo,
en Brasil y México se encuentra en muy baja proporcion y alli predomina el SB0121, no
detectado aun en nuestro pais. Venezuela, en cambio, no posee registros del patrén
SB0140 (Zumarraga y col., 2013).

El amplio predominio del spoligotipo SB0140, podria indicar que se trate de un
grupo de cepas mas virulentas o que haya sido introducido al pais mas antiguamente y
por lo tanto se ha transmitido entre los bovinos por un tiempo mas prolongado
(Zumarraga y col., 1999; Cataldi y col., 2002; Smith y col., 2011; Zumarraga y col.,
2013). Algunos autores, sugieren que el ingreso y predominio en nuestro pais es debido
a las estrechas relaciones comerciales ancestrales mantenidas entre el Reino Unido y los

paises que fueron colonia, por la importacidon de razas britanicas hacia fines del siglo
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XIX'y comienzos del siglo XX, ya que en ellos predomina también este patron (Cataldi
y col., 2002; Smith y col., 2011).

Con respecto al SB0130, fue encontrado s6lo en 8 de las 134 muestras,
ubicandose en el quinto lugar en orden de frecuencia en la provincia de Cordoba (Figura
19); aunque ha sido descripto como el segundo mas prevalente en Argentina
(Zumarraga y col., 2013). El mismo tiene una frecuencia mucho mayor en la provincia
de Santa Fe en donde ocupa el segundo lugar mientras que en Buenos Aires es el tercero
en frecuencia entre los bovinos estudiados (base de datos del Instituto de Biotecnologia,
CICVyA, INTA datos no publicados).

El hecho de encontrar spoligotipos compartidos con otras regiones de nuestro pais
0 con paises vecinos sugiere una relacion epidemioldgica entre diferentes regiones.
Sobre la base de esto se puede mencionar a los patrones SB0153 y SB0145, descriptos
en bovinos del noroeste argentino y el SB0120 identificado en bovinos de Brasil,
Paraguay, Corrientes y en porcinos de Santa Fé y Buenos Aires (Zumarraga y col.,
1999; Barandiaran y col. 2011; Zumarraga y col., 2013).

Se detallan a continuacion en el Cuadro 6 los diferentes spoligotipos hallados en
la provincia de Cérdoba detectados también en bovinos de otras provincias del pais
hasta el afio 2015 que demuestra la presencia de spoligotipos compartidos entre
diferentes regiones (informacion de la base de datos del Instituto de Biotecnologia

CICVyA-INTA).
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Cuadro 6: spoligotipos y nimero de aislamientos hallados en la provincia de Cérdoba
detectados también en bovinos de otras provincias del pais hasta el aiio 2015.

Spoligotipo | Buenos | Chaco | Corrientes | Entre | Formosa | Misiones La Santa
Aires Rios Pampa | Fe
SB0120 7 6 2 14
SB0130 17 22 30 2 1 46
SB0131 11 3 | 12
SB0140 83 75 24 17 7 2 138
SB0145 50 11 3 9
SB0153 4 1 4
SB0267 2 1
SB0269 1 2 2 2
SB0484 15 2 11
SB0520 3
SB0820 I
SB0980 4 3
SB0996 1

Por otra parte, algunos patrones de M. bovis identificados en nuestro estudio,
también han sido aislados en humanos de diferentes provincias de nuestro pais lo cual
denota el riesgo de transmision zoonética de la enfermedad (Cicuta y col., 2001;
Etchechoury y col., 2010). Tal es el caso del SB0140 en humanos infectados con M.
bovis (Etchechoury y col., 2010). Debido a que no siempre en humanos se realiza el
cultivo y la tipificaciéon de micobacterias, el potencial zoondtico de M. bovis se
encuentra en muchos casos subestimado y se carece en ocasiones de estadisticas que nos
permitan conocer realmente la incidencia del M. bovis en la poblacion humana (Miiller
y col., 2013).

La presencia de los mismos spoligotipos en otras especies animales respalda la
transmision interespecie. Se resumen a continuacion (Cuadro 7) los spoligotipos
detectados en nuestro trabajo que también fueron identificados en humanos y en otras
especies en Argentina hasta el afio 2015 (informacion de la base de datos del Instituto

de Biotecnologia CICVyA-INTA).
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Cuadro 7: spoligotipos detectados en bovinos, humanos y otras especies en Argentina
hasta el aiio 2015. AS: Animal Silvestre; Bu: Bifalo; H: Humano; C: Cerdo; Ca: Cabra;
Ci: Ciervo; Co: Comadreja; G: Gato; J: Jabali.

Spoligotipo | Buenos | Chaco | Cérdoba | Corrientes | Entre | La Pampa | Santa Fe
Aires Rios

SB0120 6C 3C S5AS

SB0130 15C; 9C 1AS 1C 2AS;
1Ca; 10H
1G; 1H

SB0O131 1C 3C 1C; 1H

SB0140 70C; 1Ci 24C; 2Bu 3C 3C; 1] 6AS;
1Ci; 16Ca 26C;
11G; 14H
9H;

SB0145 2C; 1C 1C; 3H
1Ca;
3H

SBO153 1C; 2C 3H
1G; 8H

SB0267 1H

SB0269 1Ci
1H;

SB0484 2C; 4G 4C 1C 1C 1Co

SB0520 1H 2C

SB0980 1G 2C

SB1043 1H

Cuando se evaluo la ubicacion de las LCT en los diferentes sistemas, se observd
una gran mayoria afectando el sistema respiratorio (Figura 6), reafirmando esta via
como la principal en la transmision de la enfermedad, tal como citan numerosos autores
(Whipple y col., 1996; Abdala y col., 1999; Abdala y col., 2002; Magnano y col., 2010;
Menin y col., 2013; Wright y col., 2013). En concordancia con estos autores, la forma
digestiva fue de escasa presentacion. Se evidencié un porcentaje de tuberculosis
generalizada del 32,84% (Figura 6), comparable al 25% y 26,83% reportado por Abdala

y col., (1999; 2002) y menor al 66,2% descripto por Menin y col., (2013).
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En cuanto al analisis de las lesiones macroscopicas provocadas por los diferentes
spoligotipos sobre la base del score planteado, hubo diferencias estadisticamente
significativas que indican que los spoligotipos SB0273, SB0120 y SB0153 serian mas
virulentos que otros (Cuadro 5). Es importante, al desarrollar un score para evaluar la
virulencia de los diferentes spoligotipos, que exista una correlacion real entre el score
propuesto y el grado de la patologia en cada animal. Buddle y col., (2008) para evaluar
la eficacia de la vacunacion del ganado utilizando diferentes vias de inoculacidn basaron
su score s6lo el nimero total de lesiones (ninguna lesion=0; 1-9 lesiones=1; 10-29 =2;
30-99=3; 100-199=4 y mas de 200 lesiones=5). Por su parte Vordermeier y col., (2002)
y Palmer y col., (2007) asignaron diferentes scores al pulmén y a ganglios linféticos
teniendo en cuenta la cantidad y el tamafio de los granulomas. Dunn y North, (1995)
realizaron un ranking de virulencia con dos cepas de M. bovis y tres de M. tuberculosis
inoculadas en ratones y el mismo se basé en la velocidad de crecimiento de las
micobacterias en pulmoén e higado, la capacidad de causar patologia pulmonar y el
tiempo de muerte de los ratones. Todos los estudios llevados a cabo por dichos autores
fueron realizados con inoculaciones experimentales y por lo tanto con un control
estricto de variables como dosis inoculada y tiempo de infeccion. Al hablar de
infecciones naturales, donde no se pueden controlar estas variables, Menin y col.,
(2013) estudiaron la patologia de la TB en bovinos naturalmente infectados utilizando
dos scores: uno para evaluar la diseminacién anatémica de las lesiones y otro propuesto
por Vordermeier y col., (2002) que se menciono en parrafos anteriores, para el analisis

de la severidad de la patologia.
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En nuestro estudio, se trabajo con animales naturalmente infectados y todos los
organos afectados fueron considerados en el score desarrollado sobre la base de estudios
previos realizados por diversos autores (Vordermeier y col., 2002; Palmer y col., 2007;
Buddle y col., 2008; Menin y col. 2013; Wright y col., 2013). Todas las variables se
encuentran integradas y fueron tenidas en cuenta para obtener el score de virulencia
(Cuadro 1): el tamafio de las lesiones, la cantidad, su diseminacién anatémica y las
caracteristicas particulares como presencia/ausencia de halo rojo periférico, cépsula y
calcificacion. Estas caracteristicas particulares de las LCT, son consideradas las de
mayor importancia en el andlisis del grado de avance de la enfermedad por diversos
autores (Vordermeier y col., 2002; Palmer y col., 2007; Buddle y col., 2008; Menin y
col., 2013). Sobre la base de este andlisis es que en nuestro trabajo, el patron SB0273
demostr6 ser el de mayor virulencia en nuestro estudio y fue significativamente
diferente de los spoligotipos SB0484, SB0140 y SB0130 (Cuadro 5). Resultados
similares utilizando el mismo score de virulencia se obtuvieron en un trabajo realizado
por Garbaccio y col., (2014). En el mismo, se estudiaron 192 aislamientos de bovinos de
los cuales 67 pertenecen a la provincia de Cérdoba y se encuentran incluidos en el
presente trabajo de tesis, 63 a Buenos Aires y 62 a Santa Fe. El patron SB0273 también
fue el mas virulento al compararlo con el SB0140, mayoritario en el estudio y el
SB0145 considerado en su andlisis el de menor virulencia. En nuestro trabajo se
aumentd ampliamente la cantidad de cepas de la provincia de Cordoba en estudio
(n=134) llegando a la misma conclusién en cuanto a la mayor virulencia del spoligotipo

SB0273.
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Wright y col., (2013) también obtuvieron resultados similares al analizar la
virulencia de diferentes genotipos de M. bovis aislados de animales naturalmente
infectados (n=2776) en Irlanda del Norte. Como medida de la virulencia utilizaron la
proporcion de reaccionantes a la IDR en los que posteriormente encontraron LCT. La
proporcion de reactores con LCT vari6 de acuerdo a los diferentes genotipos, del 44%
para brotes causados por el SB0140 al 73% en los causados por el SB0273, ubicandose
este ultimo en primer lugar en cuanto a virulencia seguido por el SB0145 y por dltimo el
SB0140.

Al analizar las caracteristicas particulares de las lesiones en los animales con el
patron mas virulento (SB0273) se observa que la totalidad de las muestras tanto de
pulmoén como de ganglios linfaticos presentaban ausencia de caspsula fibrosa rodeando
la lesion (Figuras 23 y 24). Esta caracteristica es asociada con una mayor virulencia de
la cepa actuante ya que la capsula juega un rol fundamental en el control de la
proliferacion de las micobacterias en infecciones naturales limitando la diseminacion de
las mismas (Volkman y col., 2004; Russell, 2007; Gil y col., 2010; Menin y col., 2013).
También se pudo apreciar que este patron fue el que presentd la mayor proporcion de
lesiones de mas de 5 cm tanto en pulmoén como en ganglios linfaticos (Figuras 29 y 30).
Ambas caracteristicas (ausencia de cépsula y lesiones mayores a 5 ¢cm) indican una
mayor virulencia de la cepa y estarian asociadas a una mayor carga micobacteriana en el
tejido afectado y a una incapacidad del sistema inmune del huésped para controlar la
infeccion (Volkman y col., 2004; Menin y col., 2013; Garbaccio y col., 2014). Sumado
a estas caracteristicas particulares de las lesiones, lo bovinos con este patron también

presentaron el mayor porcentaje (80%) de tuberculosis generalizada (Figura 31), el cual
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se encuentra muy por encima de los valores generales de tuberculosis diseminada
descriptos por diversos autores (Abdala y col., 1999; Abdala y col., 2002; Torres, 1998;
Menin y col., 2013). Sin embargo, Wright y col., (2013) al evaluar si el genotipo influye
en la distribucion de las lesiones tuberculosas no encontraron asociacién entre la
virulencia y la distribucion de las lesiones en el tracto respiratorio inferior.

Hay evidencias de la presencia del patrén SB0273 en Irlanda, Australia y Reino
Unido (www.mbovis.org) pero en Argentina, s6lo ha sido hallado en bovinos del sur de
la provincia de Coérdoba y no hay reportes del mismo en otras regiones de América
Latina lo que hace alin mas importante su estudio en la provincia de Cordoba.

Por otra parte, continuando con el analisis de virulencia, podemos observar que
los patrones SB0120 y SB0153 se ubicaron en segundo y tercer lugar respectivamente
en cuanto al score (Cuadro 5). Ambos fueron estadisticamente diferentes del SB0130,
segundo patron mas prevalente en nuestro pais (Zumdarraga y col., 2013) que fue
considerado el de menor virulencia. Resultados diferentes se obtuvieron en el trabajo de
Garbaccio y col., (2014) ya que el patron ubicado en segundo lugar fue el SB0520 que
en nuestro caso no evidencid diferencias estadisticamente significativas con ningun
spoligotipo y se ubicé en el cuarto lugar en el ranking promedio (Cuadro 5).

El patrén SB0140, mayoritario en nuestro estudio, se ubica en el séptimo lugar en
cuanto al ranking promedio de los 8 spoligotipos estudiados (Cuadro 5). En
concordancia, Aguilar y col., (2009) al comparar en un modelo murino, cinco cepas de
M. bovis: dos aisladas de bovinos (SB0140), una de humano (SB1413) y dos de jabalies
(SB0140 y SB1055) observaron que las cepas de bovinos con este patréon fueron menos

virulentas que el resto de las cepas estudiadas. En los estudios realizados por Garbaccio
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y col,, (2014) y Wright y col., (2013) el spoligotipon SB0140 también se encuentra
dentro de los menor virulencia.

Como podemos observar los spoligotipos de bovinos mas prevalentes en
Argentina, SB0140 y SB0130, han sido asociados a cepas de menor virulencia en
nuestro estudio (Cuadro 5). También han sido los que presentaron el menor porcentaje
de animales con tuberculosis generalizada indicando un control eficiente de la
diseminacion de micobacterias por parte del huésped.

Debemos destacar que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los tres spoligotipos mas prevalentes en este estudio, SB0140, SB0153 y SB0145, que
fueron los que agruparon al 69,4% de los animales analizados.

En cuanto a la georreferenciacion de los establecimientos de origen de animales
con TBb, para una posterior regionalizacion de los patrones obtenidos, en este trabajo
no fue posible identificar la procedencia del 50,75% (n=68) de los animales faenados ya
que provenian de remates feria. Esta falta de localizacion llevd a no poder realizar un
analisis exhaustivo de la distribucion espacial de los diferentes patrones de spoligotipos
encontrados en la provincia (Figura 20). La pérdida de informacion se debe
principalmente a que los lotes individuales adquiridos por los frigorificos en subasta, se
concentran en lotes mayores a fin de facilitar su traslado a destino. Si bien existe
documentacion individual por lote subastado y obligatoriedad por parte de los
propietarios remitentes de identificar los bovinos con marca a fuego, la
individualizacion de los lotes a su llegada al frigorifico suele ser muy dificultosa y no se
logra determinar el origen real de los mismos. Esto impide también, conocer el tipo de

produccion que se realiza en el establecimiento de origen y las existencias ganaderas,
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entre otros datos. Por ello, cuando en los programas de control y erradicacién se plantea
el monitoreo en faena como herramienta para identificar campos infectados, como se
puedo observar, no es tan sencillo determinar el origen de los animales. Estudios
realizados en nuestro pais por Abdala y col., (1999; 2002), Torres, (1998), Magnano,
(2008b; 2010) también hacen énfasis en esta problematica.

En el caso de productores individuales este problema no se presenta ya que el
animal es identificado en frigorifico mediante el RENSPA y, en conjunto con el
SENASA, se pueden obtener todos los datos del establecimiento. No obstante, se torna
dificultoso si se intentase lograr la caracterizacion epidemioldgica de la enfermedad en
diferentes regiones, ya que con esta metodologia, se conoce el origen de los
establecimientos desde donde se enviaron los animales a faena pero ello no significa
necesariamente el origen real de cada animal hasta llegar alli. En nuestro trabajo, y
confirmando este concepto, podemos observar que en los Unicos establecimientos en
donde encontramos diferentes spoligotipos (Cuadro 3) fue en los engordes a corral
donde se adquieren animales de diferentes origenes y se los encierra para su
terminacion.

El mismo problema se presenta también en otros paises. En E.E.U.U, sélo se
determind el origen del 50-70% de los animales con LCT detectados en faena (Kaneene
y col., 2006). En Australia y en las Islas Britanicas, en cambio, es mds estricto el control
del movimiento de animales y la trazabilidad se encuentra asegurada en el 100% de los
bovinos faenados lo cual ha contribuido en gran medida al control y erradicacion de la

enfermedad (Cousins y Roberts, 2001; Radunz, 2006).
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Retomando la georreferenciacion de los spoligotipos, podemos mencionar una
amplia distribucion del SB0140 que se encontr6 en seis de los ocho departamentos de la
provincia de Cordoba estudiados (Figura 20), consecuentemente con su mayor
frecuencia en este estudio y en nuestro pais. También se destaca la extensa distribucion
del SB0145 que con un niimero mucho menor de muestras (n=7) que también se lo
encontr6 en seis departamentos y el SB120 en el que los cuatro aislamientos
identificados se distribuyeron en tres departamentos. En cambio, el SB0153 con mayor
cantidad de aislamientos (n=8) sé6lo se concentré en dos departamentos aledafios del sur
de la provincia. Los dos aislamientos con spoligotipo SB0273 también se encontraron
en dos departamentos limitrofes (Figura 20). Este spoligotipo fue el que resulté mas
virulento del estudio y no ha sido ain detectado atn en otras provincias de nuestro pais
ni de América Latina.

Finalmente, como anexo a los objetivos principales de nuestro estudio y haciendo
mencion al cultivo bacteriologico, podemos mencionar que el porcentaje de
recuperacion de micobacterias a partir del material analizado fue alto (89,33%) si lo
comparamos con los resultados obtenidos por diferentes autores. Biffa y col., (2010)
aislaron micobacterias en el 31,2% de 337 carcasas con LCT, Miiller, y col., (2008)
obtuvieron un 35% de aislamientos (n=60), Araujo y col., (2005) un 23,6% (n=72) y el
9,2% fue reportado por Cleaveland y col., (2007). Este elevado porcentaje de
recuperacion obtenido pudo deberse a la conjuncion de multiples factores, entre ellos, el
entrenamiento adecuado del personal veterinario y encargados de la inspeccion durante

la faena identificando correctamente las LCT y el trabajo en el laboratorio siguiendo
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protocolos estandarizados que se inician desde la preparacion de los medios de cultivo
hasta la siembra y recuperacion de las colonias micobacterianas.

Se reconfirmo la eficiencia del medio ST para el desarrollo de M. bovis ya que el
100% de las muestras que presentaron crecimiento lo hicieron en este medio de cultivo.
Diversos autores refuerzan su utilidad en la siembra de micobacterias principalmente en
el caso de la obtencién de aislamientos en humanos, ya que con excepcion de los
centros de referencia en los que también se utiliza el medio de ST para aumentar la
recuperacion de M. bovis, en general se limitan casi exclusivamente al uso del medio de
LJ en el cual obtuvimos s6lo un 20,9% de muestras positivas (Corner, 1994; Sapilveda
y col., 2001; Solda y col., 2005; Robe-Austerman y col., 2013).

En cuanto al andlisis microscopico de las LCT, los datos obtenidos permiten
posicionar a la histopatologia como una técnica complementaria y orientadora adecuada
y relativamente rapida para el diagnostico de la TBB a partir de tejidos ya que obtuvo
un 90% de concordancia (Tabla 2) con el cultivo bacteriano. Valores similares
obtuvieron Varello y col., (2008) observando una alta correlacion positiva al comparar
el cultivo con la histopatologia observando una sensibilidad de 93.4% y una
especificidad del 92,3%; y Chavez y col., (2004) quienes encontraron buena
concordancia entre ambas técnicas con un valor kappa= 0, 52. Si bien la histopatologia
no es la prueba de oro, es una técnica sencilla de implementar si se cuenta con recursos
humanos capacitados. El tiempo de diagnostico es mucho menor que el del cultivo
dando una respuesta diagndstica alternativa mucho mas rdpida y que no requiere de
costos elevados para su realizacion. El actual plan nacional de control y erradicacion de

la TBB en nuestro pais contempla que los servicios de laboratorios de referencia de la
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red podran utilizar el diagndstico bacterioldgico y/o histopatologico en los casos en los

que se necesite la confirmacion de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a lo planteado en el presente estudio se concluye que en la provincia
de Cordoba existe una considerable variedad de genotipos de M. bovis que han sido
caracterizados y se encuentran disponibles para futuros estudios. Los mismas poseen
diferentes grados de virulencia al evaluarlas de acuerdo a las caracteristicas de las
lesiones que provocan. Los datos generados contribuyen al avance en el estudio de la
epidemiologia molecular de la TBB que es cada vez mas utilizada para comprender la
distribucién y dindmica de la transmision del M. bovis.

El conocimiento de los genotipos de M. bovis que afectan a una regién, nos
permitira dar explicaciones a nuevas situaciones y brindara herramientas tendientes a
mejorar las medidas de prevencion y control de la TBB.

Por otra parte, observamos que el monitoreo de LCT en faena y la posterior
identificacion del establecimiento de origen no resulta tan sencillo cuando se intenta
llevar a la practica bajo las actuales condiciones de trazabilidad de nuestro pais.
Conocer las limitaciones y situaciones reales que surgen en el control de la TBB en
nuestra provincia brinda informacién practica que nos debe permitir implementar las
tecnologias mas avanzadas sin descuidar las bases diagndsticas y epidemiologicas de la
enfermedad y contribuir con las politicas tendientes a controlar y erradicar la

enfermedad en nuestro territorio.
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