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Fe de erratas:

43

Pagina 7. Donde dice: “... de los cuales 31 eran positivos a la IDR...” debe decir

“... de los cuales 41 eran positivos a la IDR....”

Pagina 9 y pagina 106. Donde dice: “... las técnicas serologicas demostraron un alto
valor predictivo negativo comparadas con la IDR...” debe decir “... las técnicas

serologicas demostraron una mayor especificidad comparadas con la IDR...”
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GLOSARIO

Al: animales infectados

ANI: animales no infectados

BAAR: bacilos acido alcohol resistentes

CEPANZO: Centro Panamericano de Zoonosis

ELISA IDEXX: Técnica de Enzimo inmuno analisis indirecto IDEXX M. bovis

ELISA BIONOTE: Técnica de Enzimo inmuno analisis directo BIONOTE

Anigen BTB Ab ELISA 2.0

ES: especificidad

FAV: Facultad de Agronomia y Veterinaria

IDR: prueba tuberculinica de intradermorreaccion

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal

PTBC: paratuberculosis

SE: sensibilidad

SENASA: Servicio Nacional de Sanidad Animal y Calidad Agroalimentaria

Sl: sistema inmune

TBC: tuberculosis

TR Anigen: Test rapido inmunocromatografico, Anigen Rapid Bovine TB Ab
Test, Bionote, Inc.

ufc: unidad formadora de colonias

UNRC: Universidad Nacional de Rio Cuarto

WHO: Organizacién Mundial de la Salud

zAP: zona de alta prevalencia

zBP: zona de baja prevalencia
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RESUMEN

La importancia del estudio de la tuberculosis en cabras radica principalmente
en la transmision de la enfermedad al hombre, como también hacia los bovinos y a
otras especies con las que convive e interviene en mantener la enfermedad.

La especie caprina es susceptible a la infeccion por diferentes micobacterias,
siendo Mycobacterium bovis 'y M. caprae los agentes involucrados en la mayoria de
los casos clinicos.

La patologia se presenta desde alteraciones granulomatosas clasicas hasta
cavernas pulmonares que pueden comprometer la vida del animal.

La prueba oficial reconocida es la técnica tuberculinica intradérmica (IDR) y
todo animal que resulte positivo, debe ser enviado a faena. Existen técnicas
seroldgicas que complementan el diagnoéstico.

Debido a que en Argentina no se han desarrollado trabajos cientificos
destinados a evaluar la técnica oficial de IDR en caprinos, como tampoco de
pruebas serologicas, la importancia del presente proyecto radicé en contar con
informacion practica y cientifica que permita tomar decisiones técnicas correctas

para el control y la erradicacién de la tuberculosis caprina.

HIPOTESIS

El grado de relacion que existe entre los resultados de la IDR con otras

pruebas diagnosticas de tuberculosis en cabras depende de la prevalencia zonal.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la prueba oficial de IDR y

compararla con técnicas seroldgicas comerciales en cabras provenientes de zonas

de alta y baja prevalencia de tuberculosis.
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Objetivos especificos

-Caracterizar animales infectados y no infectados mediante la aplicacién de
técnicas bacterioldgicas e histopatolégicas en ambas zonas.

-Comparar los resultados positivos y negativos de IDR en animales infectados
y no infectados.

-Comparar los resultados de tres pruebas inmunoldgicas serolégicas
comerciales en animales infectados y no infectados.

-Cotejar los resultados entre IDR y pruebas inmunoloégicas seroldgicas.

-Relacionar IDR y técnicas inmunolégicas serolégicas con la presencia de

lesiones macroscopicas.

MATERIALES Y METODOS

Inicialmente se determinaron zonas de alta y baja prevalencia de la
enfermedad de las cuales se seleccionaron los animales a estudiar. Se utilizé un
muestreo intencional o de conveniencia.

Zona de alta prevalencia (zAP)

En la zAP se analizaron solamente animales positivos a la IDR. La misma
comprendié 9 establecimientos caprineros ubicados en la provincia de San Juan,
Argentina. De esos predios se seleccionaron un total de 54 cabras.

Zona de baja prevalencia (zBP)

De esta zona se seleccionaron caprinos con resultados positivos y negativos
a la IDR, que pertenecian a 14 productores. Se evaluaron en total 68 caprinos, de

los cuales 31 eran positivos a la IDR y 27 negativos.

Se aplicaron las siguientes pruebas diagndsticas
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Técnica para evaluar la inmunidad celular

-Prueba tuberculinica de intradermorreaccion (IDR)

Técnicas para evaluar la inmunidad humoral
-ELISA IDEXX

-ELISA BIONOTE

-Prueba inmunocromatogrdfica rapida ANIGEN

Diagnéstico Patologico

-Patologia macroscopica
-Patologia microscopica

Diagnostico bacteriologico especifico para micobacterias

-Cultivo en medios de Stonebrink
-Cultivo en medios de Lowenstein-Jensen
-Tincion de Ziehl Neelsen

Tipificacion de micobacterias por medio de biologia molecular

-Spoligotyping

RESULTADOS

Se realiz6 la siguiente combinacion entre las pruebas
1) Hallazgos patolégicos microscopicos y cultivos bacterianos
determinando asi la condicion sanitaria de los animales;
2) Prueba de IDR segun la condicién sanitaria;
3) Prueba serologica ELISA BIONOTE segun la condicién sanitaria;

4) Prueba serolégica TR ANIGEN segun la condicién sanitaria;

5) Prueba serolégica ELISA IDEXX segun la condicién sanitaria;
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6) Presencia de lesiones macroscépicas segun la condicidén sanitaria;

7) Prueba de IDR y técnicas serolégicas ELISA BONOTE y TR Anigen;

8) Pruebas de ELISA BIONOTE y TR ANIGEN entre ambas;

9) Pruebas de ELISA BIONOTE y TR ANIGEN segun las caracteristicas
de las lesiones macroscoépicas;

10) Bacteriologia: cultivo de micobacterias, tincion de Z-N presiembra y
tipificacidén por técnicas moleculares.

Destacando algunos de los resultados, para la zAP, se observd que el
87,04% de los IDR positivos eran Al. En el caso de las técnicas seroldgicas, el test
ELISA BIONOTE clasificé como positivo al 37,93% de Al y el TR Anigen al 27,03%
de ellos.

Para la zBP, donde el 100% de los animales fueron ANI, la IDR clasific6 como

negativos al 60,29%, el test ELISA BIONOTE al 100% y el TR Anigen al 97,37 %.

CONCLUSIONES

Debido a que en la zAP los animales que fueron positivos a la IDR en su
mayoria presentaron lesiones y aislamiento de micobacterias, no asi las pruebas
serolégicas que dejaban muchos animales falsos negativos, la IDR seria la técnica
recomendable para el diagnéstico in vivo en esas situaciones epidemiolégicas.

Por otro lado en la zBP las técnicas serolégicas demostraron un alto valor

predictivo negativo comparadas con la IDR, lo que hace mas indicado su uso.
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INTRODUCCION

Introduccion general sobre la tuberculosis

La importancia del estudio de la tuberculosis en cabras radica principalmente
en la transmision de la enfermedad al hombre, como también hacia los bovinos y a
otras especies con las que convive e interviene en mantener la enfermedad (Blood y
Radostits, 1992; Gutierrez y col., 1997). En los Ultimos afios se observa un aumento
en el consumo de productos de origen caprino, lo que requiere, entre otras, mejorar
la calidad sanitaria de los mismos (PROCAL I, 2011).

En algunos paises donde la prevalencia de tuberculosis en los bovinos es
muy baja, la significancia epidemiologica de las cabras en la transmision de la
enfermedad es considerada minima. Sin embargo no ocurre lo mismo cuando esa
prevalencia aumenta y es mas estrecha la convivencia entre estas especies (Morris
y col., 1994; Cousins, 2001).

En paises donde han avanzado en la erradicacion de la tuberculosis bovina
mediante programas sanitarios nacionales o regionales, las cabras domésticas son
monitoreadas para detectar la infeccion por Mycobacterium bovis (M. bovis). Como
en el caso de nuestro pais, el Servicio Nacional de Sanidad Animal y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) reglament6 el Plan Nacional de Control y Erradicacion de
Tuberculosis Bovina (SENASA, 1993), y a partir del afio 2012 actualizé el mismo
plan incluyendo obligatoriamente el diagnostico en cabarfias caprinas de leche vy
carne (SENASA, 2012). La prueba oficial reconocida es la técnica tuberculinica
intradérmica (IDR) y todo animal que resulte positivo, debe ser enviado a faena.

Debido a las caracteristicas de la IDR, esta prueba ha sido evaluada en numerosos

13
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trabajos en poblaciones bovinas (de la Rua y col., 2006; Schiller y col., 2010) pero
en menor numero en caprinos y menos aun en nuestro pais.

El eje fundamental para el control de la tuberculosis animal, pasa por el riesgo
que ella significa en el contagio hacia los humanos. La pasteurizacién de la leche y
la inspeccion de la carne al momento de la faena, constituyen las principales
medidas para disminuir ese riesgo. No obstante persisten grupos mas expuestos
que son aquellos que conviven o trabajan con animales, ya sean productores,
veterinarios, empleados rurales, matarifes, entre otros (CEPANZO, 1991).

La informacién sobre el impacto de esta zoonosis en la salud publica se va
conociendo mas profundamente con el aumento en el nimero de laboratorios que
realizan cultivo de micobacterias y con la aplicacion de las técnicas moleculares que
facilitan la identificacion de las mismas, ya que el diagndstico en humanos se limita,
en general, al examen microscopico directo, con lo cual no es posible diferenciar
entre M. tuberculosis, M. bovis y otras micobacterias (Caminero Luna, 2003;
Etchechoury y col., 2010).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, en Argentina aproximadamente
unas 10.000 personas por afio se enferman de tuberculosis (WHO, 2012), donde un
porcentaje de ellas es debido al contagio de la enfermedad desde los animales.
Datos presentados por Kantor y col., (2012) muestran una tendencia a disminuir la
tuberculosis humana por M. bovis en nuestro pais en los ultimos 30 afios, siendo
actualmente entre 0,36% y 1,7% en tres Hospitales de referencia de las provincias
de Santa Fé y Buenos Aires, donde los habitantes de zonas rurales y
agroindustrales son los de mayor riesgo a estas infecciones. La disminucién de los

casos de tuberculosis zoondética, esta asociada a los logros en el control de la

14




de control y erradicacion la tuberculosis (Kantor y col., 2012).

Con respecto a las explotaciones caprinas en Argentina, se puede decir que
se concentran casi exclusivamente en zonas marginales donde no se pueden llevar
adelante otro tipo de producciones animales. Los cabritos y la leche con sus
derivados son la fuente principal de ingresos econémicos de esos productores
(PROCAL Il, 2011). En algunas regiones, y en la busqueda de mejorar sus ingresos,
los productores caprineros se han asociado en cooperativas que elaboran
especialmente queso de cabra que luego venden regionalmente y en centros
urbanos. La necesidad de contar con animales sanitariamente controlados, y mas
aun cuando hablamos de tuberculosis, ha llevado a que en los Ultimos afios
aumenten las consultas recibidas en nuestro laboratorio de Patologia Animal de la
FAV-UNRC, sobre el diagnéstico y control de la tuberculosis en esta especie.

Debido a que en Argentina no se han desarrollado trabajos cientificos
destinados a evaluar la aplicacién de la técnica oficial de IDR en caprinos, la
importancia del presente proyecto radicé en contar con informacién practica y
cientifica que permita tomar decisiones técnicas correctas para el control y la

erradicacion de la tuberculosis caprina.

Situacion de la tuberculosis en los caprinos

Los escasos estudios publicados sobre la prevalencia de tuberculosis caprina
en diferentes paises, demuestran no sélo la presencia de la enfermedad sino
también una marcada variacion en la cantidad de animales infectados entre las

regiones de un mismo territorio.
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Por ejemplo Vergara y Delgado, (2011) en la provincia de Barrancas, Peru,
encontraron solamente dos animales reaccionantes positivos sobre 412 caprinos
criollos, pertenecientes a 24 hatos, lo que determin6é una prevalencia en animales
del 0,48%.

Por su parte Arellano Reynoso y col., (1999) investigaron la prevalencia de
TBC y PTBC mediante la prueba tuberculinica comparada en cinco estados de la
region central de México. De 392 animales tuberculinizados, el 0,5% fueron positivos
y el 1,2% sospechosos a la tuberculina mamifera, sugiriendo que la tuberculosis esta
poco difundida en los caprinos en ese pais.

En Brasil, en el estado de Paraiba, Severino Silvano do Santos y col., (2011)
observaron en la faena lesiones compatibles con tuberculosis en el 1,46% de 8.058
cabras adultas.

De los paises europeos, Espafia es donde mas profundamente se ha
investigado la tuberculosis en cabras. Por las publicaciones observadas, esta
enfermedad adquiere gran importancia en las actividades sanitarias locales y
nacionales de los hatos caprinos. En la Comarca de Bejar (Salamanca) Fernandez
Benito y col., (2001) evaluaron la presencia en 699 animales pertenecientes a 30
rebanos caprinos. A la prueba tuberculinica el 14,02% de animales fueron positivos y
el 73,91% de rebafios con cabras infectadas.

En 7 municipios del sur de Espafia Cabello y col., (2002) estudiaron la
tuberculosis aplicando la IDR a un total de 3862 caprinos; la prevalencia fue del
11,7% de animales positivos con mas del 71% de las explotaciones con al menos un
animal infectado. Los resultados de dicho estudio mostraron ademas una variacion
muy marcada en la prevalencia entre las explotaciones de diferentes zonas, siendo

desde 0% hasta mayores del 20%.
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En nuestro pais, los pocos estudios de campo referidos a prevalencia en
caprinos demuestran la presencia de la enfermedad, pero con bajo nimero de
animales infectados. En un trabajo realizado por Tribulo y col., (2002) en el norte de
la provincia de Cérdoba, se detectd un 2,6% de animales reaccionantes a la IDR de
un total de 9.541. Sin embargo los caprinos reaccionantes estuvieron distribuidos en
41 de los 107 campos examinados.

Otro estudio en hatos de cabras lecheras de la localidad de Suipacha (pcia.
de Buenos Aires), Herrera, (1997) observo el 1,58% de animales positivos a la IDR.

En la provincia de Santiago del Estero, de un total de 1.550 cabras estudiadas
pertenecientes a 14 establecimientos, solamente encontraron el 7,3% de reacciones
sospechosas y ningun animal positivo (Underwood y col., 2002).

Otra posibilidad de evaluar la presencia de la enfermedad a nivel regional y
nacional, es a través de los datos de decomisos por tuberculosis aportados por los
frigorificos. No obstante en Argentina, esa informacion en cabras no es conocida por
tres razones fundamentales: 1) la faena es principalmente de cabritos (2 a 3 meses
de edad) y no de animales de mayor edad que tienen aumentadas las
probabilidades de presentar lesiones macroscépicas por la cronicidad de la
enfermedad, 2) los frigorificos locales, que generalmente es donde se faenan los
caprinos, no tienen la obligatoriedad de informar los decomisos a las instituciones
sanitarias nacionales y 3) la faena informal y casera es muy frecuente en todas las

regiones cabriteras del pais (PROCAL Il, 2011).

Etiologia de la tuberculosis

Las micobacterias se incluyen taxonomicamente dentro del género

Mycobacterium que es el unico de la familia Micobacteriaceae y pertenecen al orden
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Actinomicetales; se distinguen por su capacidad de producir acidos micélicos y la
complejidad de la pared rica en lipidos (Brock y Madigan, 1993; Holt y col., 1994;
Dorranova y Torroba, 2007).

El género Mycobacterium incluye especies patégenas, no patégenas y
saprofitas (Holt y col., 1994; Hines y col., 1995). Tanto las especies patégenas
estrictas como las oportunistas pueden afectar al hombre y a los animales.

Se clasifican en dos grandes grupos: por un lado el Complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTC) que incluye M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. caprae,
M. africanum, M. orygis, M. microti, M. canetti, M. pinnipedi y M. mungi, las cuales
presentan mas del 95% de homologia en su ADN y por otro las micobacterias no
tuberculosas también denominadas con el nombre de Micobacterias Atipicas o
MOTT (Mycobacteria other than tuberculosis) (Rastogni y col., 2001; Dorronsoro y
Torroba, 2007). Dentro de estas ultimas, algunas especies son reconocidas como
patdgenos potenciales en humanos y animales.

En los animales, las micobacterias que mas frecuentemente provocan
enfermedad son patégenas estrictas y entre ellas esta M. bovis (Hines y col., 1995;
Rastogni y col., 2001).

Las micobacterias son aerobias (aunque algunas especies son microaerdfilas
ya que requieren 10 % de CO2), Gram positivas, inmoviles y no formadoras de
esporas. La temperatura 6ptima de crecimiento es 37°C y la mayoria de las especies
requieren entre 2 y 8 semanas para su desarrollo debido al escaso pasaje de
nutrientes a través de la pared lipidica (Hines y col., 1995).

La conocida propiedad de resistir a la decoloracién por acidos en el momento
de la tincion le da la denominacién de bacilos acidos resistentes (Holt y col., 1994).

Esta forma de reaccion ante los colorantes es debido al elevado contenido lipidico
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de la pared de la bacteria que en algunos casos llega al 60% del peso seco de la
misma (Angala y col.,2014).

Dentro de la estructura general de las micobacterias, la envoltura celular
compuesta por membrana celular bacteriana, pared celular y capsula, juega un
papel importante en la adaptacién del microorganismo en el huésped: promueve la
adhesion del macrofago, la adquisicion de nutrientes dentro del macrofago, inhibe
las propiedades bactericidas, determina la eventual muerte celular, interviene en la
supervivencia celular, modula la respuesta inmune y le otorga resistencia a drogas
(Rastogni y col., 2001; Angala y col., 2014).

Las micobacterias requieren nutrientes especiales para su crecimiento ya que
no se desarrollan en medios de cultivo estandares. Las necesidades son en general
sencillas: glicerol o piruvato de sodio como fuente de carbono y una sal de amonio
como fuente de nitrogeno. Medios semisintéticos (Middlebrook) y los basados en
huevo (Loéwenstein-Jensen, Stonebrink, Herrold’'s) son los mas usados. Estos
ultimos utilizan yema de huevo en su composicion para obtener elevados niveles de
lipidos por los cuales las micobacterias tienen especial preferencia (Jorge y col.,
2005).

El cultivo es positivo cuando aparecen colonias tipicas y se considera que es
negativo recién a los 60 dias de observacion (Kantor, 2000; Rastogni y col., 2001).

La identificaciéon de las diferentes especies de micobacterias se basé
tradicionalmente en distintos parametros como la velocidad de crecimiento, la
temperatura 6ptima, la morfologia de las colonias, la produccion de pigmentos y de
niacina, la serotipificacion, el crecimiento en medios selectivos, las propiedades

bioquimicas como presencia o ausencia de enzimas tales como ureasa,
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arilsulfatasa, catalasa y las caracteristicas de enzimas especificas como la
termorresistencia de la catalasa (Rastogni y col., 2001).

En los ultimos anos la biologia molecular ha contribuido a la identificacién y
tipificacién del MTC, principalmente M. tuberculosis y M. bovis utilizando métodos
basados en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Collins, y col., 1994,
Durr y col., 2000; Lépez, y col., 2003).

Numerosas investigaciones a nivel mundial han aplicado estas técnicas;
mencionando algunos trabajos relacionados con Argentina y paises de América
Latina, Zumarraga y col., (2013) analizaron por spoligotyping 1.684 cepas de M.
bovis aisladas de diferentes especies animales incluyendo humanos, identificando
269 spoligotypos diferentes. En los bovinos, de donde provenia la mayoria de los
aislamientos, el 24,6% se correspondié con el denominado SB0140 considerado el
mas prevalente en Argentina y en paises que tuvieron historial de relaciones
comerciales con el Reino Unido. Si se evalia solamente en nuestro pais, dicho
spoligotypo fue detectado en el 45% de los casos. En otro estudio realizado en
muestras de bovinos recolectadas de un frigorifico en la provincia de Coérdoba,
Argentina, el genotipo SB0140 se correspondié con el 55,4% de los aislamientos
(Macias y col., 2010).

Por otro lado, a partir de lesiones observadas en caprinos, Zumarraga y col.,
(2013) informaron de dos aislamientos de M. bovis, clasificando a uno de ellos como
SB0145 y otro como SB0130. Ambos han sido aislados también en muestras de
bovinos en Argentina (Macias y col., 2010).

La elevada frecuencia del SB0140 podria indicar que el mismo ha sido
introducido mas antiguamente en el pais y por lo tanto se ha transmitido entre los

bovinos por un tiempo mas prolongado o que es mas virulento y por consiguiente
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mas transmisible que otros genotipos (Zumarraga y col., 1999; Cataldi y col., 2002).
Sin embargo en la provincia de Cérdoba se establecié que SB0273 y SB0520 fueron
los que produjeron mayor cantidad y severidad de lesiones tuberculosas (Garbaccio
y col., 2014).

Los métodos de genotipificacion han permitido ademas profundizar en los
conocimientos sobre patogenia y epidemiologia de las diferentes cepas,
transformandose en una herramienta de utilidad para el control de la enfermedad
(Collins y col., 1994; Barnes y Caves, 2003). En nuestro pais y relacionado con la
tuberculosis en las cabras, Martinez Vivot y col., (1997), aplicaron estas técnicas
moleculares como herramienta de vigilancia epidemioldgica para identificar el origen
de la infeccion, al comparar micobacterias aisladas en bovinos y en cabras
pertenecientes a un establecimiento lechero con antecedentes de la enfermedad.
Los aislamientos a partir de lesiones en ambas especies, demostraron coincidencia
entre los patrones de M. bovis SB0140, sugiriendo que la alimentacion con leche de
vaca a los cabritos, seria la posible fuente de contagio. Otro caso similar es el
detallado por Napp y col., (2013) quienes describieron un brote de tuberculosis
bovina en una granja espafiola, la cual habia sido saneada y repoblada meses
después con animales provenientes de campos libres de tuberculosis. Aparecieron
nuevamente bovinos infectados y la investigacién los llevé a concluir que las cabras
tuberculosas con las que convivian habian sido las que mantuvieron la infecciéon en

el campo. De esas cabras y de los bovinos aislaron M. caprae SB0416.
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Micobacterias aisladas en cabras

Si bien se han aislado diferentes micobacterias involucradas como agentes
causales de la tuberculosis en las cabras, el principal es M. bovis identificandolo
tanto en presentaciones de brotes como en rodeos infectados cronicamente.

En un brote en Esparia, de 35 animales que presentaron lesiones, aislaron M.
bovis en 10 de ellos. En un animal solamente, identificaron M. tuberculosis sin poder
aclarar cual habria sido el origen de esta infeccién (Bernabé y col., 1991a).

También en la peninsula Ibérica, pero en este caso en Portugal, Quintas y
col., (2010) identificaron M. bovis como el Unico agente causal de las lesiones
encontradas en 42 cabras faenadas de un campo con muy alta prevalencia.

Daniel y col., (2009) en el suroeste de Gales, aislaron micobacterias de 30
cabras pertenecientes a un rebafio. Los analisis mediante las técnicas de
spoligotyping y repeticiones en tandem de numero variable (VNTR) demostraron que
todas ellas eran del mismo genotipo de M. bovis, perteneciendo a una cepa
endémica de ese pais. Ese mismo M. bovis, informaron Crawshaw y col., (2008) en
un brote de tuberculosis en cabras en un campo de Reino Unido.

En una granja del norte de ltalia, donde convivian bovinos y cabras detectaron
tuberculosis por M. bovis en ambas especies. Las micobacterias presentaron el
mismo patron genético (Zanardi y col., 2013).

En Nigeria Cadmus y col.,, (2009) identificaron micobacterias a partir de
lesiones observadas en faenas. Realizaron spoligotyping a 5 aislamientos, y
clasificaron a 4 de ellos como M. bovisy a 1 como M. tuberculosis. Para los autores,
la presencia de M. bovis sugiere una transmisién a partir de los bovinos mas que
una transmisién desde cabras infectadas. Para el caso de M. tuberculosis plantean

una trasmision a partir de humanos fundamentado en el creciente avance de la
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tuberculosis humana en ese pais y en la frecuente cohabitacion entre las personas y
las cabras.

En el estado de Paraiba, Brasil, a partir de muestras recolectadas en
frigorificos con faena de cabras adultas, se identifico M. bovis SB0295 en una de
ellas (Severino Silvano do Santos y col., 2011).

En Espafia, Gomez y col., (1998) aplicaron la técnica de spoligotyping sobre
30 aislamientos de cabras, pertenecientes a 9 rebafios y encontraron 5 patrones
diferentes de M. bovis pudiendo establecerse asociaciones tanto geograficas como
raciales. Esos patrones resultaron diferentes a los de origen bovino que habian sido
observados previamente.

Durante la ultima década y mediante estudios filogenéticos, se ha demostrado
otro miembro del complejo M. tuberculosis también implicado en la tuberculosis
caprina clasificandolo como M. caprae (Aranaz y col., 2003). Un estudio posterior de
Rodriguez y col., (2011) en Espafa, informaron sobre su identificacion en diferentes
especies animales. De un total de 791 aislamientos identificados, 542 fueron en
cabras, 229 en bovinos, 2 en ovejas, 2 en cerdos domésticos, 14 en cerdos salvajes,
1 en ciervos y 1 en zorros. Segun los autores, la asociacion de altas tasas de
infeccién en cabras por M. caprae estaria indicada por una rapida transmisién que
tendria la bacteria una vez ingresada a un rodeo y por una razén sanitaria ya que los
hatos caprinos no habian sido incorporados en las campanas de erradicaciéon de la
tuberculosis bovina, excepto en aquellos rodeos donde conviven caprinos con
bovinos. Observaron también mas cantidad de bovinos infectados por M caprae en
aquellas regiones con mayor densidad de ganado caprino, encontrando que mas del
86% de los campos con bovinos infectados por M caprae, tenian contacto con

pequenos rumiantes.
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Siguiendo con las comunicaciones que priorizan a M. bovis, Acosta y col.,
(1993) en las Islas Gran Canaria y Tenerife, obtuvieron aislamiento de micobacterias
en 14 cabras con lesiones granulomatosas. De las mismas, 13 se correspondieron
con M. bovis y una con M. kansasii, considerado dentro del grupo MOTT.

Otro caso de tuberculosis caprina donde se involucran a MOTT fue
presentado por Arellano Reynoso y col., (1999) en México. De 36 animales
necropsiados aislaron 9 micobacterias: 3 animales con M. vaccae; 1 con M. vaccae y
M. fortuitum; 1 con M. fortuitum; 3 con M. avium subsp. paratuberculosis y 1 con M.
paratuberculosis, M. vaccae y M. fortuitum; demostrando ademas la posibilidad de

infecciones conjuntas en el mismo animal.

Signos clinicos

En el caso de la tuberculosis es importante aclarar los conceptos de animal
infectado y animal enfermo. Animal infectado se define como aquel que ha estado en
contacto con micobacterias y su sistema inmunitario ha permitido controlar la
progresion de la bacteria aunque no eliminarla totalmente del organismo, por lo que
se encuentra en un estado de latencia. El animal enfermo es aquel que presenta
sintomatologia o lesiones compatibles, debido a la proliferacion de la bacteria por la
incapacidad del sistema inmune para contenerla. La reaccién de un animal a las
pruebas diagnosticas inmunolégicas, indican infecciobn y no necesariamente
enfermedad (Bezos y col., 2012).

La tuberculosis es una enfermedad crénica y los signos clinicos pueden tardar
meses 0 afos en aparecer, como es en el caso de tuberculosis latentes que se
reactivan en situaciones de inmunosupresion (Alvarez y col., 2009; Bezos y col.,

2012). Ejemplo de esto fue observado en reproducciones experimentales
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inoculando cabras jovenes con bajas dosis de M. bovis; si bien presentaban lesiones
macroscopicas, no manifestaron sintomas ni pérdida del estado corporal durante los
3 meses que durd el estudio (Ramirez y col., 2003). No obstante esto no es lo mas
frecuente que ocurre en aquellos animales provenientes de campos con
antecedentes de la enfermedad.

Los signos de infeccidn por M. bovis pueden resultar muy inespecificos y en la
fase temprana de la enfermedad ser inaparentes. Entre los signos generales figuran
principalmente pérdida de peso crénica, apetito variable y fiebre fluctuante.

Las demas presentaciones clinicas especificas dependen exclusivamente del
lugar anatdmico de asiento de las lesiones y la extensién de las mismas. Aquellos
relacionados con el aparato respiratorio son relativamente comunes y en general
leves, aunque en infecciones cronicas graves pueden ser muy evidentes e incluyen
tos cronica humeda y blanda, disnea, taquipnea, hiperpnea y sonidos pulmonares
(Crawshaw y col., 2008).

La tuberculosis caprina ha sido ignorada y confundida muchas veces con
otros procesos respiratorios como bronquitis verminosas o bronconeumonias las que
en un momento y en algunas zonas hizo pensar que las cabras eran particularmente
resistentes al bacilo tuberculoso (Cousins y col., 1993).

Menos comunes son sintomas digestivos que incluyen ulceracion intestinal y
diarrea. Cuando estan afectados los ganglios linfaticos retrofaringeos, pueden
originar disfagia, estridor y salivacion (Blood y Radostits, 1992; Quintas y col., 2010;
Smith, 2010).

Rara vez se observan sintomas reproductivos como infertilidad, abortos,
metritis y vaginitis, ya que en estos sistemas es muy baja la frecuencia de asiento de

lesiones (Smith, 2010).
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Los casos con presentacion de mastitis tuberculosa son muy poco frecuentes
siendo el consumo de leche cruda de esos animales un riesgo importante para la
salud publica (O'Reilly y Daborn, 1995; Smith, 2010).

Una caracteristica que ayuda al diagnéstico clinico, la plantean Daniel y col.,
(2009) cuando analizaron un brote de tuberculosis caprina, donde los animales que
presentaban sintomatologia no respondieron en ningun caso a los tratamientos
sintomaticos de rutina realizados por los veterinarios.

La presentacién final de la tuberculosis es la muerte del animal afectado. Si
bien este porcentaje es generalmente muy bajo, Quintas y col., (2010) comunicaron
que en un establecimiento de Portugal murieron mas del 50% de un total de 127
cabras, las cuales presentaban inicialmente tos seca, luego emaciacion progresiva,
ocasionalmente diarrea y finalmente muerte.

En la experiencia obtenida por nuestro grupo de investigacion de Salud en
Rumiantes de la FAV-UNRC vy la de otros autores en nuestro pais (Garro y col.,
2011), indican presencia de sintomatologia muy manifiesta e incluso muerte en
animales jovenes (menores a dos meses de vida) tanto en caprinos como en
bovinos; esta situacion particular fue observada principalmente en aquellos campos

con altas prevalencia de la enfermedad.

Patologia macroscopica de la tuberculosis

El término tuberculosis es derivado del latin Tuberculum que significa
hinchazon o nédulo. En la enfermedad, esos ndédulos son denominados tubérculos
(Hines y col., 1995).

Las lesiones tuberculosas son el prototipo de la inflamaciéon granulomatosa. El

granuloma (tubérculo) es principalmente celular y su desarrollo es descrito como
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productivo o proliferativo, en contraste con las lesiones de tipo exudativas que
pueden presentarse en algunas oportunidades (Jubb y col., 2007).

Ademas de la respuesta celular, la necrosis, que se observa en la mayoria de
los casos, 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 en todas las especies animales. Finalmente la fibrosis
que forma la capsula es observada en los animales con mayor poder de resistencia
y puede sobrepasar y dominar las lesiones como tejido de granulacidén tuberculoso
(Jubb y col., 2007; Hines y col., 1999).

Nieberle y Cohrs, (1966) plantean las diferentes alternativas que puede seguir
una lesion tuberculosa desde su inicio:

-regresion y desapariciébn completa.

-latencia durante largos periodos de tiempo e incluso toda la vida del animal.

-progresion de las lesiones en el mismo 6rgano afectado.

-diseminaciéon a otros 6rganos y tejidos, mediante diferentes vias, entre ellas
linfatica, hematogena o canalicular.

Si el granuloma falla en la contencién de las micobacterias, como lo
expresado en los dos ultimos puntos, las mismas se extenderan a otras zonas del
6rgano y esa progresion de las lesiones conducira a un aumento de la extension y
cambios en las caracteristicas macroscépicas. Las lesiones adoptan un caracter
mas productivo y exudativo caracterizandose por areas de necrosis caseosa mal
delimitadas acompafiadas de un infiltrado inflamatorio mixto y reduccién en el

numero de células gigantes (Nieberle y Cohrs, 1966).
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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 macréfagos
infectados, llegan a los distintos tejidos mediante vasos linfaticos, sanguineos o por
contigliidad. Dependiendo de la cantidad de microorganismos que lleguen a los
tejidos, las nuevas lesiones seran muitiples y pequefias (tuberculosis miliar) o
escasas y de mayor tamafio (Jubb y col., 2007).

La combinacion de la lesion inicial en el tejido de ingreso del agente y en el
ganglio linfatico satélite se conoce como complejo primario de Ranke; siempre esta
presente en la primera infeccibn pero a veces no se encuentran los dos
componentes, faltando la lesidon en la puerta de entrada. Esto ultimo se puede
observar cuando la mucosa afectada es la faringea o la intestinal, aunque la lesién

en el ganglio satélite siempre esta presente (Jubb y col., 2007).

Patologia macroscopica de la tuberculosis en caprinos

Son varios los trabajos publicados donde evaluaron las caracteristicas
patologicas y la distribucidn de las lesiones en las cabras. Coincidentemente el
sistema respiratorio es el principal asiento de lesiones.

En Murcia, Espafa, Bernabé y col., (1991a) describieron lesiones pulmonares
y generales observadas en 35 cabras. El 40% de los animales presentaron
tuberculosis organica cronica asentada en el sistema respiratorio y el 48% con algun
tipo de generalizacion. De las lesiones pulmonares diferenciaron ndédulos Unicos o
multiples, de contenido pastoso blancoamarillento, de 0,2 a 5 cm, en algunos casos
calcificados, ubicados en su mayoria en las zonas dorsales de los pulmones.

En 30 de esos animales encontraron lesiones en los ganglios linfaticos

mediastinicos caracterizadas por pequefios nédulos de 0,1 — 0,5 cm de diametro,
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conteniendo una sustancia pastosa, blanca o blanca amarillenta con algo de
calcificacién. La presencia de lesiones pulmones y en ndédulos linfaticos
mediastinicos, demostraron la ocurrencia de complejo primario respiratorio similar a
lo observado en bovinos.

Similares hallazgos encontraron Daniel y col., (2009) en un brote de
tuberculosis caprina donde 29 animales presentaron lesiones macroscopicas
compatibles con la enfermedad. En todos los casos estaban comprometidos los
nédulos linfaticos de la cavidad toraxica, con lesiones tipicamente caseosas
variando de tamafno desde un pequefio punto hasta 2 cm de diametro, algunas
calcificadas. En 21 animales se localizaron en pulmones y variaron entre 2 y 5 cm de
didmetro algunas de ellas mas grandes y cavitarias que contenian pus amarillo con
ubicacién principalmente en los I6bulos pulmonares caudales.

Igualmente Crawshaw y col., (2008), en Reino Unido, reportaron un brote de
13 cabras, de las cuales 12 tenian lesiones tuberculosas grandes y pequefias en
pulmones y ganglios linfaticos mediastinicos.

Quintas y col., (2010) estudiaron un caso en un establecimiento con muy alta
prevalencia. En 42 de 58 cabras faenadas encontraron lesiones macroscopicas
compatibles que se ubicaron preferentemente en sistema respiratorio (ganglios
linfaticos mediastinicos y pulmén). Dichos autores también encontraron lesiones en
vias respiratorias y digestivas en 7 cabritos (animales muy jévenes).

Grupos de investigadores han realizado reproducciones experimentales de la
enfermedad para observar y comparar con las patologias que ocurren en infecciones
naturales. Bezos y col., (2010) inocularon cabras con M. caprae, encontrando, a los
248 dias posteriores, lesiones en pulmén y en linfondédulos mediastinicos en 6

animales desafiados.
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Ramirez y col., (2003), también demostraron similitud de lesiones con las que
ocurren en infeccién natural en bovinos. Para ello desafiaron experimentalmente
cabras con bajas dosis de M. bovis. Nédulos con material caseoso palido amarillento
central con algo de calcificacién, rodeados por una capsula fibrosa, presentaban los
pulmones y los linfonodos mediastinicos.

En otro estudio, Gonzalez Jaurrero y col, (2013) intentaron observar
diferencias de las patologias al variar la dosis infectante. Para ello inocularon
intratraquealmente cabras con dosis bajas (1.300 ufc) y altas (73.000 ufc) de M.
bovis. Todos los animales con altas dosis presentaron mas de 10 lesiones entre 2 y
5 cm de diametro en pulmén y nddulos linfaticos mediastinicos, a las 8 semanas
posinfeccién. Los animales con bajas dosis no presentaron lesiones visibles en la
superficie de los pulmones pero si lesiones palpables muy pequenas, sugiriendo la
importancia de la dosis infectante en la evolucidbn de las lesiones y de la
enfermedad.

Como se menciond anteriormente, otra presentacion patolégica es la
generalizacion donde varios 6rganos y/o tejidos pueden estar afectados. Bernabé y
col., (1991b) encontraron generalizacion en bazo (n= 7 cabras), higado (n= 12),
intestino (n=7), corazén (n= 1) y rifidn (n= 1). Algo similar observaron Daniel y col.,
(2009) con lesiones extrapulmonares (nédulos linfaticos mesentéricos; higado vy
bazo) en 11 de un total de 29 cabras.

Quintas y col.,, (2010) hallaron menos casos de generalizacion ya que
solamente 2 de 42 animales, presentaron lesiones en noédulos mesentéricos y en

otros 6rganos; todos pertenecian a un campo con alta prevalencia de tuberculosis.
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Todos estos resultados indican que en hatos con animales infectados
cronicamente y también en brotes, es frecuente la observacion de lesiones
generalizadas

La dosis infectante influye en la generalizacién, y si la misma es alta la
aparicion de lesiones en varios érganos puede suceder en corto tiempo. Bezos y
col., (2010) refuerzan este concepto cuando observaron lesiones generalizadas en 3
de 6 cabras inoculadas experimentalmente con altas dosis de M. caprae y
necropsiadas a los 8 meses pos desafio.

Reforzando este concepto, en 2 estudios realizados con dosis bajas de M.
bovis, no hallaron diseminacién de las enfermedad: Ramirez y col., (2003) en
ninguno de los 8 cabritos a los 90 dias posinfeccion y Gonzalez Jaurrero y col.,
(2013) en cabras adultas a las 8 semanas posinfeccion. Si bien las micobacterias
fueron diferentes, por lo expuesto en los trabajos anteriores, ambas presentan
elevada virulencia en los caprinos.

Una presentacién pulmonar que tiene gran significacion especialmente en la
transmision de la enfermedad, son las lesiones cavitarias. La licuefaccion y la
posterior formacién de cavernas a nivel pulmonar, es frecuente en humanos y
también en cabras y adquieren especial importancia debido al exagerado
crecimiento extracelular de bacilos y a la propagacién bronquial y eliminacion
respiratoria contagiando a otros animales y contaminando el medio ambiente. Si no
se forman cavidades, el infectado es mucho menos contagioso (Dannenberg, 2009).

Buscando explicar el origen de las lesiones cavitarias, Sanchez y col., (2011)
caracterizaron los mecanismos inmunolégicos que conducen a la licuefaccién con la
posterior formacion de esa patologia. En las lesiones cavitarias hay sustancial

poblacion de neutréfilos y una disminucion significativa de células T CD4" y un
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aumento de otras poblaciones de células T. La enzima sintasa oxido nitrico inducible
(INOS) que tiene funcidon de frenar y eliminar el crecimiento de numerosos
patégenos intracelulares, incluidos las micobacterias, fue solamente observada en
un bajo numero de células.

Histologicamente las lesiones cavitarias presentaron una sustancial
acumulacién de neutrdéfilos aunque ellos fueron incapaces de controlar la infeccion
micobacteriana o que indicaria que los mismos juegan un papel importante en el
desarrollo de la lesibn mas que en la proteccion del huésped (Sanchez y col., 2011).

Los autores sugieren que las lesiones cavitarias son sitios de reactivacion
donde las condiciones son Optimas para la proliferaciéon de las micobacterias y los
mecanismos inmunoldgicos son la base de |la severa destruccion del tejido pulmonar
y la caracteristica patologia cavitaria. La presencia de lesiones cavitarias internas
comunicadas directamente con el arbol bronquial, indicarian que ese factor es muy
importante para el crecimiento de las micobacterias ya que las mismas requieren de
oxigeno para su desarrollo (Sanchez y col., 2011). A diferencia de las lesiones
granulomatosas en las que son dificiles de observar los bacilos, en estas son muy
abundantes (Nieberle y Cohrs, 1966).

El porcentaje de animales con patologia de este tipo no es constante.
Mientras que Crawshaw, y col., (2008) observaron varias cabras con esas lesiones
en un grupo de 12 animales, Bernabé y col., (1991a) solamente la encontraron en

una de 35 cabras necropsiadas.

Patologia microscépica de la tuberculosis

La lesidon histopatologica esta caracterizada por una gran proliferacién de

linfocitos, entremezclados con macréfagos, células epitelioides y células gigantes de
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Langhans; estas ultimas presentan varios nlcleos excéntricos y derivan de la fusion
de macréfagos. A medida que la lesiéon progresa, el tubérculo presenta necrosis
caseosa central y fibroplasia periférica. Estas dos caracteristicas son variables y no
se observan en todas las lesiones tuberculosas ni en todas las especies animales
(Jubb y col.; 2007).

El granuloma actia de control y limita la diseminacién de la infecciéon, pero
también puede producir un importante dafio tisular (Saunders y Cooper, 2000). E!
desarrollo del granuloma esta dirigido por quimioquinas y citoquinas producidas por
las células locales, provocando la migracion de linfocitos, macrofagos y células
dendriticas al lugar de la infecciéon (Ehlers y Schaible, 2012). Tanto los linfocitos T
como los B participan en la formacién del granuloma (Gonzalez-Juarrero y col.,
2001).

El granuloma, durante su proceso de contencidén de la infeccidn, experimenta
cambios en su estructura, composicion celular y en el microambiente de citoquinas y
quimioquinas (Gonzalez-Juarrero y col., 2001; Sanchez y col., 2008).

En bovinos se han establecido cuatro estadios evolutivos de los granulomas
(Wango y col.,, 2005); esas mismas fases evolutivas han sido observadas en
caprinos. Inicialmente los granulomas estan compuestos por grupos irregulares no
encapsulados de macréfagos epitelioides entre los que se situan linfocitos y unos
pocos neutréfilos. En la medida que las lesiones avanzan, se forman granulomas
grandes e irregulares, confluentes y delimitados por una capsula conectiva gruesa;
presentan ademas amplios centros de necrosis caseosa con extensa calcificacion.
Los macréfagos epitelioides y las células gigantes multinucleadas rodean a la
necrosis y los acumulos de linfocitos llegan a ser mas prominentes cerca de la

periferia de la capsula fibrosa.
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La necrosis de la porcién central del granuloma se debe a factores que
dependen del hospedador y de las micobacterias. Dentro de los productos quimicos
y enzimaticos que actian en el foco, perforina y granulolisinas derivadas de células
T CD8 y los metabolitos reactivos derivados del oxigeno y del nitrogeno de los
macréfagos, contribuyen a la necrosis (Elkington y Friedland, 2006).

Por otro lado, proteinas de las micobacterias como ESAT6, pueden causar
lisis de células pulmonares y facilitar la diseminacion bacteriana (Hsu y col., 2003).

Segun Dannenberg y Rook, (1994) la extensién de la necrosis depende del
grado de activacién de los macrofagos y de la virulencia de la micobacteria. En el
caso de bacilos muy virulentos y macréfagos escasamente activados, el crecimiento
de la micobacteria dentro de estos es muy elevado y seran destruidos por las células
del sistema inmune. Este mecanismo conduce a dos efectos: la presencia de
necrosis por caseificacion en la cual se inhibe el crecimiento de la micobacteria y la
sensibilizaciéon de linfocitos T CD4 debido a la abundancia de antigenos liberados,
por lo que en los granulomas resultantes predominara la necrosis central. Por otro
lado, la presencia de macréfagos altamente activados y/o escasa virulencia de las
bacterias conducira al desarrollo de un granuloma con escasa necrosis y elevado
namero de linfocitos. En algunos casos se puede llegar a la destruccion de la

bacteria y por lo tanto a la eliminacion temprana de la infeccién.

Patologia microscépica de la tuberculosis en caprinos

Las escasas descripciones histopatologicas de lesiones tuberculosas en
cabras, son concordantes con las observadas en bovinos. Bernabe y col., (1991b)
realizaron un detalle minucioso de lesiones histopatologicas pulmonares observadas

en cabras infectadas naturalmente, donde encontraron tres tipos de alteraciones: a)
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predominantemente proliferativas caracterizadas por pequefios granulomas con
centro de necrosis caseosa y calcificacion; rodeados por células epitelioides,
escasas celulas gigantes, linfocitos y una capsula de tejido conectivo; b) formas
proliferativa-exudativa con grandes masas necrosadas y algunas calcificadas
rodeadas por numerosos focos granumomatosos pequefios compuestos de infiltrado
de células epitelioides, células gigantes tipo Langhans y linfocitos, circunscriptos por
una sustancia proteinacea, presumiblemente plasma coagulado; c) forma exudativa
caracterizada por necrosis no calcificada, rodeada por un infiltrado de células no
especificadas y grandes areas de plasma coagulado que afectaba extensamente el
parénquima pulmonar.

Cuando observaron las lesiones en los ganglios linfaticos encontraron
formaciones granulomatosas con necrosis calcificadas en el centro rodeadas por
una capsula de tejido conectivo. Otros nddulos contenian grupos de células sin
areas de necrosis.

Lesiones microscopicas que concuerdan con las anteriores son descriptas por
Daniel y col., (2009) los que ademas mencionan la presencia de grupos de
neutrofilos y leucocitos degenerados presentes en la interfaz entre el tejido viable y

no viable en algunos de los casos estudiados.

Inmunopatogenia

El sistema inmune (S!) tiene la capacidad de reconocer y discriminar las
estructuras propias de las ajenas caracterizandose por su especificidad y memoria.

Los aspectos generales de la respuesta inmune ante las infecciones

micobacterianas son aceptados en forma universal. La interaccién y las funciones
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del huésped (Hines y col., 1995).

Cuando los bacilos llegan al tejido provocan una respuesta macrofagica de
tipo cuerpo extrafio; si no son destruidos por los macréfagos proliferan dentro de
ellos junto con el material antigénico que sensibiliza a los linfocitos T. Estos linfocitos
sensibilizados provocan atraccién, proliferacion y activacion de macréfagos, los que
derivan principalmente de los monocitos sanguineos (Jubb y col., 2007).

La capacidad que poseen las micobacterias de resistir a la accion bactericida
se ha estudiado frecuentemente. Los macréfagos con las micobacterias en su
interior intentan destruirlas mediante la liberacion de radicales libres los cuales
tienen poco efecto contra ellas (Thoen y Bloom, 1995). Las micobacterias se
multiplican dentro de los fagosomas donde las enzimas hidroliticas generalmente
fallan. Sus principios téxicos destruyen fagosomas, interfieren con la formacion del
fagolisosoma, alteran la liberacién de enzimas hidroliticas por parte de los lisosomas
y/o inactivan las enzimas liberadas dentro del fagolisosoma (Rastogni y col., 2001).

Si el microorganismo se multiplica y destruye al macréfago, otros fagocitan las
bacterias libres y se repite el proceso. Esta agrupacion de células mononucleares
forma el llamado granuloma que, si continla aumentando de tamafio, se puede
observar a simple vista lo que se conoce como tubérculo (Thoen y Bloom, 1995).

La respuesta inmune se inicia cuando se produce el encuentro del agente con
el macroéfago. La fagocitosis y la presentacion del Ag junto al complejo mayor de
histocompatibilidad clase | y Il, son funciones de estimulo y proliferacion de clones
de linfocitos T CD4+ y CD8+. La emergencia de los linfocitos T CD4+ y la secrecion
de citoquinas, coinciden con el inicio de la inmunidad (Hines y col., 1995). Estos

linfocitos CD4 comprenden dos subpoblaciones: Th1 (helper tipo 1) y Th2 (helper
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tipo 2), que derivan de precursores comunes pero difieren en el patrén de citoquinas
que producen. Las células Th1 producen esencialmente IFN-y e IL-2 que tienen
como efecto aumentar la actividad microbicida de los macréfagos y la respuesta de
hipersensibilidad de tipo retardada. Por su parte los Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6 e
IL-10 que estimulan el crecimiento y la diferenciacion de los linfocitos B aumentando
la respuesta de tipo humoral (Aranaz, 2013).

Otras células implicadas en la respuesta ante la infeccion con micobacterias,
son las células dendriticas; actian como presentadoras de Ag y producen IL-12 la
cual promueve la expansion de subpoblaciones de linfocitos jugando un rol
importante en la inmunidad mediada por células (IMC) (Benjamini y col., 1996;
Aranaz, 2013). Se generan asi células T de memoria que son capaces de responder
ante la entrada de nuevos antigenos micobacterianos. Debido a que células de
memoria tienen una larga vida, la hipersensibilidad retardada puede observarse aun
varios afios después de la exposicion (Tizard, 2000).

El diagnostico de tuberculosis mediante la IDR se basa en la hipersensibilidad
retardada o hipersensibilidad de tipo IV y resulta de la interaccién entre el Ag
inoculado, las células presentadoras de Ag y los linfocitos T. Cuando un animal esta
sensibilizado contra un Ag y el mismo se inocula via intradérmica, es capturado por
las células dendriticas que atraen a linfocitos Th1 circulantes, los que al reconocer al
Ag se adhieren a las células endoteliales y emigran desde los capilares hacia el
depdsito del Ag. Las células Th1 secretan IFNy e IL-2 y otras sustancias vasoactivas
como la seroronina, IL-8 y factores quimiotacticos para linfocitos y basofilos. Todo
este mecanismo provoca una mayor inflamacion y aumento de la migracion de
células mononucleares hacia el lugar de inoculacién. La mayoria de los linfocitos que

acuden al sitio no estan sensibilizados especificamente contra el Ag (solamente el
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5% de ellos), predominando los linfocitos o/B+, CD4+ y CD8+. Los macréfagos que
llegan atraidos por la IL-8 y que son activados localmente por el IFNy, ingieren y
destruyen el Ag inyectado permitiendo que el tejido retorne al estado normal. Esta
reaccion se manifiesta macroscopicamente como una tumoracion, firme y roja en el
lugar de inoculacién, alcanzando su mayor intensidad a las 48 o 72 h posteriores a la
aplicacion del Ag por via intradérmica (Benjamini y col., 1996; Tizard, 2000).

Por otro lado la respuesta de anticuerpos producida en animales infectados
con M. bovis, generalmente aparece en los estadios finales de la enfermedad
(proceso conocido como anergia), a diferencia de la respuesta celular que se inicia

posterior a la infeccion (Esquema 1).
Esquema 1. Representacion esquematica que muestra la evolucién de las

respuestas inmune celular y humoral ante la infeccién por micobacterias, como asi

tambien las variaciones en la carga bacteriana y en el desarrollo de las lesiones, que

D

Re_spueﬂ.allumqga!'

se producen en un individuo infectado (Adaptado de Pollock y Neill, 2002).
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Durante afos se vienen realizando numerosos intentos para desarrollar test
seroldgicos basados en la deteccion de anticuerpos contra proteinas
micobacterianas como son la MPB70, MPB83, ESAT-6 y CFP-10 ya sean solas o
combinadas en la misma técnica diagnéstica (Acosta y col., 2000; Aagaard y col.,
2006). Y aunque la sensibilidad diagndstica de esas pruebas es menor a la deseada,
podrian jugar un rol importante en el diagnéstico especialmente cuando hay
animales en diferentes etapas de la infeccion (Lilenbaum, 2013).

Se ha observado que la respuesta de anticuerpos en animales infectados,
aumenta posterior a la aplicacion de la tuberculina por lo que algunos autores
aconsejan el uso en conjunto de la IDR y las técnicas serologicas para aumentar la

sensibilidad de estas ultimas (Buddle y col., 2009).

Comparacion de técnicas diagnosticas de tuberculosis

Dentro de los métodos para el diagnéstico de la tuberculosis que mas
frecuentemente se utilizan en la actualidad se encuentran:
in vivo:
*prueba tuberculinica de intradermorreaccion (IDR)
in vitro:
*prueba de interferén-gamma (IFNy)
*pruebas de enzimoinmunoensayo (ELISAs)
*ensayo inmunocromatografico
*cultivo de micobacterias en medios especiales
*lesiones macroscopicas
*histopatologia

*tincién de Ziehl-Neelsen
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*técnicas de Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)

De todas las técnicas mencionadas, la mayoria se aplican hace afos en el
diagnéstico de la tuberculosis en las diferentes especies y sus procedimientos son
muy conocidos.

Brevemente se podria indicar de ellas que:

La IDR mide inmunidad celular y es la Gnica prueba in vivo para tuberculosis
en el ganado que esta validada por la Organizacion Mundial de la de Sanidad Animal
(OIE) para el comercio internacional. Esta técnica es la prueba oficial aprobada en
Argentina por el SENASA para el diagnéstico de tuberculosis en las diferentes
especies animales (SENASA, 2012).

Otro método de medicién de la inmunidad mediada por células, que esta
adquiriendo cada vez mayor popularidad en los programas de control y de
erradicacion de la tuberculosis bovina, es la prueba de interferbn-gamma (IFNy)
(Strain y col., 2011). La misma ha sido aprobada para su uso en varios programas
nacionales, incluida la Unién Europea, EE.UU., Nueva Zelanda y Australia (OIE,
2013).

Muchas pruebas que miden la presencia de anticuerpos humorales fueron
desarrolladas y puestas a prueba desde los afios 1980 hasta la actualidad, donde es
continua y amplia la evaluacién de nuevos antigenos destinados a mejorar los
resultados. Lamentablemente las mismas no han tenido un papel importante en los
programas de control o de erradicacion (Cousins y Florisson, 2005). Los ELISAs y
los ensayos inmunocromatograficos presentan la misma dificultad; en general se
considera que la deteccion humoral de anticuerpos es un mal indicador de la
infeccion tuberculosa ya que este tipo de respuesta se eleva hacia la etapa final de

la enfermedad.
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La presencia de micobacterias se puede demostrar microscépicamente
mediante la tincidn de Ziehl-Neelsen realizada en frotis directos de muestras clinicas
0 sobre secciones de tejidos preparados. Esta técnica se caracteriza por su rapidez,
su bajo costo y sin tener la necesidad de contar con laboratorios especializados.
Como inconveniente muchas de las lesiones son a menudo paucibacilares, por ello
la presencia de organismos acido-alcohol resistentes puede no ser detectada (OIE,
2013).

El cultivo en medios de aislamiento especiales, es considerado la prueba de
oro (OIE, 2013). No obstante presenta cierta complejidad en su desarrollo y el
crecimiento de M. bovis puede demorar mas alla de los 60 dias posteriores a la
siembra lo que implica una dificultad para el diagnéstico rapido y practico.

El diagnostico patolégico presuntivo de tuberculosis se puede hacer si el
tejido tiene lesiones macroscopicas granulomatosas y/o histoloégicas caracteristicas
con necrosis caseosa, mineralizacion, linfocitos, células epitelioides, células gigantes
multinucleadas y macréfagos. De todas maneras la presencia de ese tipo de
lesiones no indica la certeza de infeccion tuberculosa ya que otros agentes llevan a
patologias similares (Jubb y col., 2007).

Dentro de las técnicas moleculares para la tipificacion de micobacterias, se
han desarrollado numerosos métodos basados en la PCR. Se destacan el de las
Repeticiones en tandem de numero variable (VNTRs) y el spoligotipyng que
permiten diferenciar tanto interespecie como intraespecie los agentes integrantes del
complejo M. tuberculosis (Barnes y Cave, 2003; Supply y col., 2001).

Solamente se profundiza en algunos conceptos de las pruebas de ensayos
rapidos inmunocromatograficos de flujo lateral por ser mas reciente su uso en

veterinaria y porque en nuestro medio se ofrecen comercialmente para diagnosticar
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tuberculosis siendo desconocidas por la mayoria de los profesionales veterinarios.
Desde su desarrollo inicial en la década de 1980, estas pruebas han ganado amplia
aceptacion en el mercado del diagnéstico in vitro. La razén principal de su
notoriedad radica, entre otras ventajas, en la simplicidad del disefio, faciles de
transportar y almacenar ya que no requieren cadena de frio, con protocolos de uso
muy simples y no demandan personal altamente especializado para su utilizaciéon.
Los resultados son rapidos y faciles de interpretar sin necesidad de apoyo de ningln
instrumento diagnoéstico (Traina y Felcaro, 2013).

Entre las pruebas rapidas para el diagndstico de la tuberculosis, se encuentra
comercialmente en nuestro pais el de la empresa Bionote Inc. con el nombre
comercial de Anigen Rapid Bovine TB Test Kit. El test se basa en la deteccién, en
suero o plasma, de anticuerpos contra la proteina MPB70 secretada por M. bovis
que fue identificada por ser altamente especifica. Como informacidén técnica la
empresa comunica mediante sus catalogos, que no existe reaccién cruzada con
otras micobacterias, entre ellas M. avium, e indican valores de SE y ES en bovinos,
del 81,7% y 91,4% respectivamente (Laboratorio BIONOTE, 2010).

Son muy pocos los trabajos donde evaluaron esta prueba rapida en bovinos y
no se han encontrado publicaciones que comuniquen su uso en caprinos. Wheland y
col., (2008), evaluaron 214 sueros de bovinos que presentaron cultivos positivos a
M. bovis y obtuvieron SE del 83,6%. Por otro lado a partir de 79 sueros de animales
no infectados, encontraron 83% de ES.

En otro trabajo realizado por Danbirni y col., (2009) aplicaron el test de Anigen
rapido BIONOTE a 16 vacas lecheras que manifestaban tos y pérdida de
produccidon. Los resultados arrojaron 62% (10/18) de positivas. A la faena, los

animales no presentaron lesiones macroscépicas. Los autores mencionan la utilidad
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que estaria dando el test en el diagndstico de infecciones tempranas por
tuberculosis.

Finalmente, ElI-Mahrouk y El-Balawy, (2010) en Arabia Saudita, evaluaron
esta misma prueba rapida en sueros de 137 de vacas positivas a IDR y que luego
fueron faenadas para detectar lesiones macroscépicas. De ese total de animales, 94
presentaron patologias y de ellos el 81,9% fue positivo a la prueba serolégica; por lo
que los autores destacan como importante el acuerdo entre las técnicas de IDR y el
Anigen rapido BIONOTE en los casos de animales con lesiones visibles
macroscopicamente.

Debido a los datos antes expuestos, se podria decir que son necesarios
futuros trabajos para evaluar en profundidad tanto la SE como la ES de la prueba
rapida los cuales permitan tomar decisiones acertadas al utilizar la misma en el
control de la enfermedad.

Volviendo a los demas métodos diagnésticos indicados inicialmente, se han
realizado numerosos ensayos para compararlos entre ellos, pero especialmente en
la especie bovina (Strain y col.; 2011), no asi en caprinos donde el numero de
investigaciones han sido menor, observando a veces importante variacion en los
resultados obtenidos.

La mayoria de estos estudios se realizaron partiendo de casos de campo y
fundamentalmente en presentaciones de brotes. Gutierrez y col., (1998)
confrontaron diferentes pruebas diagndsticas para medir respuesta celular mediante
IDR e IFN-y, y respuesta humoral aplicando una prueba de ELISA con diferentes
antigenos. Dichos autores utilizaron 63 cabras naturalmente infectadas y 13
provenientes de rodeos libres de TBC. La SE y la ES para la IDR fue de 83,7% y

100% respectivamente y del 83,7% y 96% para el IFN-y. En el caso del ELISA los
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resultados fueron mas bajos con una SE del 54,9% y una ES del 88%. En este
trabajo tomaron como prueba de oro la presencia de lesiones y/o el cultivo positivo
en cada animal.

Otra informacién de interés que aportan estos autores, es que cuando el
ELISA fue repetido a los 15 dias posteriores de haber inoculado el derivado proteico
purificado de M. bovis (DPP bovino), los valores de SE aumentaron al 88,6%. O sea
que algunos animales que habian dado resultado negativo al primer diagnéstico
realizado en el mismo momento de la IDR, dieron positivos en esta segunda
oportunidad.

En otro estudio Fernandez Benito y col., (2001) testaron, por IDR y ELISA,
cabras en hatos con infeccién mixta de TBC y PTBC en la regién de Salamanca,
Espafia. El muestreo incluyé animales con y sin sintomas. Por sus resultados,
concluyen que la IDR detecté mejor a los animales infectados en fases iniciales y
también aquellos que habian superado la infeccidn; mientras que la serologia
identificé mejor a los animales enfermos en fases avanzadas de la enfermedad.

Daniel y col, (2009) compararon los resultados de IDR, Ilesiones
macroscopicas y cultivo de micobacterias en un brote de tuberculosis caprina por M.
bovis, que se presentd al sur-oeste de Gales y en el oeste de Inglaterra en junio del
2008. Un total de 30 cabras positivas a la IDR y 5 animales en contacto, fueron
necropsiadas para observacion de lesiones y toma de muestras para cultivo de
micobacterias. De las 30 cabras positivas, 29 presentaron lesiones macroscoépicas y
microscopicas compatibles. Con respecto al cultivo de micobacterias, encontraron
correlacion absoluta al compararla con la IDR (30 cultivos positivos de los 30

animales con IDR positiva). Por ello concluyen que existe una elevada correlaciéon
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entre estos tres diagnosticos en casos donde la tuberculosis caprina se presenta en
forma de brotes.

Valores mas bajos de SE fueron observados por Buendia y col., (2013)
quienes compararon los resultados de la IDR, el IFN-y y un ELISA experimental
basado en la proteina MPB-70, en 162 caprinos infectados con M. caprae
pertenecientes a 4 granjas de la region de Murcia, Espafia. La SE en aquellos
animales que presentaron lesiones macroscoépicas, fue del 44,5% para la IDR,
65,3% para IFN-y y 66,3% para la prueba de ELISA. La SE menor de la IDR la
explican por la desensibilizacidon que ocurre al repetir en varias oportunidades esta
técnica al mismo animal, algo que habia ocurrido en este caso. Esta disminucion de
la respuesta a la IDR ante las repetidas tuberculinizaciones, fue también observada
por Schneider y col., (2007) en bovinos al aplicar la IDR en tres ocasiones cada 60
dias. Coad y col., (2010) asociaron el efecto desensibilizante con la disminucién en
la respuesta de la IL-1 B y elevacién de la respuesta de la IL-10. Estos cambios en
los niveles del IL, no modificaron los resultados de la prueba de IFN-y. Por otro lado,
los resultados favorables al ELISA podrian deberse a la estimulaciéon previa con la
IDR, ya que todos los animales venian con varias tuberculinizaciones realizadas
(Buendia y col., 2013).

En Brasil, Marassi y col., (2009) estudiaron un caso de tuberculosis en cabras
infectadas con M. bovis. De 45 animales positivos a la IDR, 43 (95,6%) fueron
positivos a un ELISA que utilizaba proteina MPB70 de M. boviscomo
antigeno. Estos resultados llevaron a los autores a considerar a esta prueba de
ELISA como una herramienta fiable para el diagnéstico de la tuberculosis en

rebarios de cabras.
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Con un objetivo similar de cotejar técnicas diagndsticas y observar lesiones
post mortem, otros autores realizaron inoculaciones experimentales; Perez de Val y
col,, (2011) inocularon 13 cabras con M. caprae via endotraqueal. Al final del
ensayo, el cual se extendié por 14 semanas pos-inoculacion, todos los animales
resultaron positivos a las pruebas de inmunidad celular (IDR e IFN-y). La respuesta
humoral medida por ELISA y que se evaludé semanalmente, indicd que si bien todos
los animales fueron positivos alguna vez, la misma fue inconstante a lo largo de las
semanas. También observaron diferencias segun el tipo de antigeno empleado ya
que cuando utilizaron DPP bovino solo fueron positivos recién al final del estudio y
cuando recurrieron al antigeno recombinante MPB83, hubo respuesta en las
mediciones previas a las 14 semanas. Los animales fueron faenados a las 14
semanas y todos presentaron lesiones. Comparando estos resultados con otros
anteriores de los propios autores concluyen, ademas, que las lesiones en las cabras
parecen ser mas severas con M. caprae que con M. bovis en el mismo periodo de
tiempo.

Bezos y col.,, (2010) realizaron una infeccién experimental con M. caprae en 6
cabras y evaluaron la respuesta inmunoldgica mediante las pruebas de IDR e IFN-y
Bovigam®. A los 248 dias pos-inoculacion, los animales fueron necropsiados para
observar la presencia de lesiones y proceder al aislamiento de las micobacterias.
Todos los animales presentaron diversas patologias y fueron positivos a ambas
técnicas inmunoldgicas.

Otro de los ejes de estudio es cdmo influyen la presencia y el tipo de lesiones
sobre los resultados de las pruebas diagnésticas. Gutierrez y col., (1998) clasificaron
las patologias segun se presentaban simples (lesiones que afectaban menos del 10

% del parénquima pulmonar y/o en nédulos linfaticos mediastinicos) o severas
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involucrando pulmones (con lesiones cavitarias y nddulos caseosos), ganglios“
linfaticos y/o en otros 6rganos. Observaron una mayor respuesta al test de ELISA
ante lesiones severas (100% de los animales resultaron positivos) que frente a
lesiones simples (40,9% positivos); no hubo diferencias en el caso de la prueba de
IFN-y (aproximadamente 86% en ambas categorias) y mayor en las lesiones simples
(86,4%) que en las severas (75%) en la IDR. La técnica de ELISA mostré también
mayores resultados positivos que las otras técnicas cuando las cabras poseian
lesiones cavitarias en pulmon. La SE de la IDR en esta categoria de patologias fue
baja (75%), lo que para los autores representa un problema para detectar animales
que estan con gran eliminacién de micobacterias por via respiratoria.

Sanchez y col., (2011) destacan que en las lesiones cavernosas, existe una
menor respuesta de células T CD4+ en comparacién con lesiones de tipo
granulomatosas. Esta baja respuesta podria dar lugar a una disminucion de la SE de
la prueba de IDR.

En el otro extremo estan las situaciones epidemioldgicas donde la presencia
de la enfermedad no esta confirmada; en estos casos la correlacién entre las
pruebas es mas dificil de observar, inclusive algunos autores llegan a sugerir que
las cabras no son tan susceptibles como los bovinos al no observar lesiones en
animales positivos a la IDR (Lu y col., 1992).

En Argentina, Magnano y col., (2004) evaluaron la presencia de lesiones y
aislamiento de micobacterias en 13 cabras que habian resultado positivas a la IDR y
que provenian de una region donde se desconocia la presencia o ausencia de la

enfermedad. En la totalidad de los animales, ambas alternativas diagnosticas fueron

negativas.
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Como resumen se podria indicar que son numerosas las causas que
interfieren en los resultados de las diferentes pruebas diagndsticas. Buddle y col.,
(2009) mencionan como falsos negativos: infeccién muy inicial donde aun no se
desarrollo la respuesta inmune; infeccién generalizada por M. bovis contribuyendo al
estado de anergia; estrés asociado con pobre nutricibn y transporte; etapa de
periparto; infeccion viral concurrente; uso de drogas inmunosupresoras; entre otras.

Los resultados falsos positivos pueden estar causados por: infecciéon con M.
avium subsp paratuberculosis; vacunacion contra enfermedad de Johne; exposicién
a micobacterias ambientales incluidas miembros del complejo M. avium, infecciones
cutaneas con micobacterias no identificadas; infecciones con algunas especies de
bacterias no tuberculosas ( Buddle y col., 2009).

Por todo esto es que se plantea como un gran desafio el desarrollo de nuevas
técnicas diagnosticas para animales vivos y la continua necesidad de evaluar el
comportamiento de las mismas ante situaciones de prevalencia muy diferentes como
ocurre con los niveles de infeccion entre paises y aun dentro de un mismo pais

(Buddle y col., 2009; Norby y col., 2004).
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HIPOTESIS

El grado de relacion que existe entre los resultados de la IDR con otras

pruebas diagnosticas de tuberculosis en cabras depende de {a prevalencia zonal.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la prueba oficial de IDR y
compararla con técnicas serolégicas comerciales en cabras provenientes de zonas

de alta y baja prevalencia de tuberculosis.

Objetivos especificos

-Caracterizar animales infectados y no infectados mediante la aplicacién de
técnicas bacteriologicas e histopatoldgicas en ambas zonas.

-Comparar los resultados positivos y negativos de IDR en animales infectados
y no infectados.

-Comparar los resultados de tres pruebas inmunolédgicas serologicas
comerciales en animales infectados y no infectados.

-Cotejar los resultados entre IDR y pruebas inmunolégicas serologicas.

-Relacionar IDR vy técnicas inmunolbgicas serologicas con la presencia de

lesiones macroscopicas.
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Durante afios se vienen realizando numerosos intentos para desarrollar test
serolégicos basados en Ila deteccibn de anticuerpos contra proteinas
micobacterianas como son la MPB70, MPB83, ESAT-6 y CFP-10 ya sean solas o
combinadas en la misma técnica diagnostica (Acosta y col., 2000; Aagaard y col.,
2006). Y aunque la sensibilidad diagnostica de esas pruebas es menor a la deseada,
podrian jugar un rol importante en el diagndstico especialmente cuando hay
animales en diferentes etapas de la infeccion (Lilenbaum, 2013).

Se ha observado que la respuesta de anticuerpos en animales infectados,
aumenta posterior a la aplicacion de la tuberculina por lo que algunos autores
aconsejan el uso en conjunto de la IDR vy las técnicas serol6gicas para aumentar la

sensibilidad de estas ultimas (Buddle y col., 2009).

Comparacion de técnicas diagnosticas de tuberculosis

Dentro de los métodos para el diagnéstico de la tuberculosis que mas
frecuentemente se utilizan en la actualidad se encuentran:
in vivo:
*prueba tuberculinica de intradermorreacciéon (IDR)
in vitro:
*prueba de interferon-gamma (IFNy)
*pruebas de enzimoinmunoensayo (ELISAs)
*ensayo inmunocromatografico
*cultivo de micobacterias en medios especiales
*lesiones macroscoépicas
*histopatologia

*tincidon de Ziehl-Neelsen
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*técnicas de Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR)

De todas las técnicas mencionadas, la mayoria se aplican hace afos en el
diagnostico de la tuberculosis en las diferentes especies y sus procedimientos son
muy conocidos.

Brevemente se podria indicar de ellas que:

La IDR mide inmunidad celular y es la unica prueba in vivo para tuberculosis
en el ganado que esta validada por la Organizacion Mundial de la de Sanidad Animal
(OIE) para el comercio internacional. Esta técnica es la prueba oficial aprobada en
Argentina por el SENASA para el diagnostico de tuberculosis en las diferentes
especies animales (SENASA, 2012).

Otro método de medicion de la inmunidad mediada por células, que esta
adquiriendo cada vez mayor popularidad en los programas de control y de
erradicacion de la tuberculosis bovina, es la prueba de interferén-gamma (IFNy)
(Strain y col., 2011). La misma ha sido aprobada para su uso en varios programas
nacionales, incluida la Unién Europea, EE.UU., Nueva Zelanda y Australia (OIE,
2013).

Muchas pruebas que miden la presencia de anticuerpos humorales fueron
desarrolladas y puestas a prueba desde los afios 1980 hasta la actualidad, donde es
continua y amplia la evaluacién de nuevos antigenos destinados a mejorar los
resultados. Lamentablemente las mismas no han tenido un papel importante en los
programas de control o de erradicaciéon (Cousins y Florisson, 2005). Los ELISAs y
los ensayos inmunocromatograficos presentan la misma dificultad; en general se
considera que la deteccién humoral de anticuerpos es un mal indicador de la
infeccidon tuberculosa ya que este tipo de respuesta se eleva hacia la etapa final de

la enfermedad.
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La presencia de micobacterias se puede demostrar microscopicamente
mediante la tincion de Ziehl-Neelsen realizada en frotis directos de muestras clinicas
0 sobre secciones de tejidos preparados. Esta técnica se caracteriza por su rapidez,
su bajo costo y sin tener la necesidad de contar con laboratorios especializados.
Como inconveniente muchas de las lesiones son a menudo paucibacilares, por ello
la presencia de organismos acido-alcohol resistentes puede no ser detectada (OIE,
2013).

El cultivo en medios de aislamiento especiales, es considerado la prueba de
oro (OIE, 2013). No obstante presenta cierta complejidad en su desarrollo y el
crecimiento de M. bovis puede demorar mas alla de los 60 dias posteriores a la
siembra lo que implica una dificultad para el diagndstico rapido y practico.

El diagndstico patoldgico presuntivo de tuberculosis se puede hacer si el
tejido tiene lesiones macroscopicas granulomatosas y/o histolégicas caracteristicas
con necrosis caseosa, mineralizacion, linfocitos, células epitelioides, células gigantes
multinucleadas y macréfagos. De todas maneras la presencia de ese tipo de
lesiones no indica la certeza de infeccidon tuberculosa ya que otros agentes llevan a
patologias similares (Jubb y col., 2007).

Dentro de las técnicas moleculares para la tipificacién de micobacterias, se
han desarrollado numerosos métodos basados en la PCR. Se destacan el de las
Repeticiones en tandem de numero variable (VNTRs) y el spoligotipyng que
permiten diferenciar tanto interespecie como intraespecie los agentes integrantes del
complejo M. tuberculosis (Barnes y Cave, 2003; Supply y col., 2001).

Solamente se profundiza en algunos conceptos de las pruebas de ensayos
rapidos inmunocromatograficos de flujo lateral por ser mas reciente su uso en

veterinaria y porque en nuestro medio se ofrecen comercialmente para diagnosticar
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tuberculosis siendo desconocidas por la mayoria de los profesionales veterinarios.
Desde su desarrollo inicial en la década de 1980, estas pruebas han ganado amplia
aceptacion en el mercado del diagnostico in vitro. La razén principal de su
notoriedad radica, entre otras ventajas, en la simplicidad del disefio, faciles de
transportar y almacenar ya que no requieren cadena de frio, con protocolos de uso
muy simples y no demandan personal altamente especializado para su utilizacion.
Los resultados son rapidos y faciles de interpretar sin necesidad de apoyo de ningun
instrumento diagnostico (Traina y Felcaro, 2013).

Entre las pruebas rapidas para el diagndstico de la tuberculosis, se encuentra
comercialmente en nuestro pais el de la empresa Bionote Inc. con el nombre
comercial de Anigen Rapid Bovine TB Test Kit. El test se basa en la deteccion, en
suero o plasma, de anticuerpos contra la proteina MPB70 secretada por M. bovis
que fue identificada por ser altamente especifica. Como informacién técnica la
empresa comunica mediante sus catalogos, que no existe reaccion cruzada con
otras micobacterias, entre ellas M. avium, e indican valores de SE y ES en bovinos,
del 81,7% y 91,4% respectivamente (Laboratorio BIONOTE, 2010).

Son muy pocos los trabajos donde evaluaron esta prueba rapida en bovinos y
no se han encontrado publicaciones que comuniquen su uso en caprinos. Wheland y
col., (2008), evaluaron 214 sueros de bovinos que presentaron cultivos positivos a
M. bovis y obtuvieron SE del 83,6%. Por otro lado a partir de 79 sueros de animales
no infectados, encontraron 83% de ES.

En otro trabajo realizado por Danbirni y col., (2009) aplicaron el test de Anigen
rapido BIONOTE a 16 vacas lecheras que manifestaban tos y pérdida de
produccion. Los resultados arrojaron 62% (10/16) de positivas. A la faena, los

animales no presentaron lesiones macroscopicas. Los autores mencionan la utilidad
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que estaria dando el test en el diagnoéstico de infecciones tempranas por
tuberculosis.

Finalmente, El-Mahrouk y El-Balawy, (2010) en Arabia Saudita, evaluaron
esta misma prueba rapida en sueros de 137 de vacas positivas a IDR y que luego
fueron faenadas para detectar lesiones macroscépicas. De ese total de animales, 94
presentaron patologias y de ellos el 81,9% fue positivo a la prueba serolégica; por lo
que los autores destacan como importante el acuerdo entre las técnicas de IDR vy el
Anigen rapido BIONOTE en los casos de animales con lesiones visibles
macroscopicamente.

Debido a los datos antes expuestos, se podria decir que son necesarios
futuros trabajos para evaluar en profundidad tanto la SE como la ES de la prueba
rapida los cuales permitan tomar decisiones acertadas al utilizar la misma en el
control de la enfermedad.

Volviendo a los demas metodos diagndsticos indicados inicialmente, se han
realizado numerosos ensayos para compararlos entre ellos, pero especialmente en
la especie bovina (Strain y col.; 2011), no asi en caprinos donde el numero de
investigaciones han sido menor, observando a veces importante variacion en los
resultados obtenidos.

La mayoria de estos estudios se realizaron partiendo de casos de campo vy
fundamentalmente en presentaciones de brotes. Gutierrez y col., (1998)
confrontaron diferentes pruebas diagnodsticas para medir respuesta celular mediante
IDR e IFN-y, y respuesta humoral aplicando una prueba de ELISA con diferentes
antigenos. Dichos autores utilizaron 63 cabras naturalmente infectadas y 13
provenientes de rodeos libres de TBC. La SE y la ES para la IDR fue de 83,7% y

100% respectivamente y del 83,7% y 96% para el IFN-y. En el caso del ELISA los
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resultados fueron mas bajos con una SE del 54,9% y una ES del 88%. En este
trabajo tomaron como prueba de oro la presencia de lesiones y/o el cultivo positivo
en cada animal.

Otra informacién de interés que aportan estos autores, es que cuando el
ELISA fue repetido a los 15 dias posteriores de haber inoculado el derivado proteico
purificado de M. bovis (DPP bovino), los valores de SE aumentaron al 88,6%. O sea
que algunos animales que habian dado resultado negativo al primer diagnéstico
realizado en el mismo momento de la IDR, dieron positivos en esta segunda
oportunidad.

En otro estudio Fernandez Benito y col., (2001) testaron, por IDR y ELISA,
cabras en hatos con infeccién mixta de TBC y PTBC en la regién de Salamanca,
Espafia. El muestreo incluyé animales con y sin sintomas. Por sus resultados,
concluyen que la IDR detecté mejor a los animales infectados en fases iniciales y
también aquellos que habian superado la infeccion; mientras que la serologia
identificé mejor a los animales enfermos en fases avanzadas de la enfermedad.

Daniel y col, (2009) compararon los resultados de IDR, lesiones
macroscopicas y cultivo de micobacterias en un brote de tuberculosis caprina por M.
bovis, que se presentd al sur-oeste de Gales y en el oeste de Inglaterra en junio del
2008. Un total de 30 cabras positivas a la IDR y 5 animales en contacto, fueron
necropsiadas para observacién de lesiones y toma de muestras para cultivo de
micobacterias. De las 30 cabras positivas, 29 presentaron lesiones macroscoépicas y
microscopicas compatibles. Con respecto al cultivo de micobacterias, encontraron
correlacion absoluta al compararla con la IDR (30 cultivos positivos de los 30

animales con IDR positiva). Por ello concluyen que existe una elevada correlacion

44




Evaluacion de técnicas diagndsticas en tuberculosis caprina en dreas con alta y baja prevalencia de la region central de la
Republica Argentina

entre estos tres diagnosticos en casos donde la tuberculosis caprina se presenta en
forma de brotes.

Valores mas bajos de SE fueron observados por Buendia y col., (2013)
quienes compararon los resultados de la IDR, el IFN-y y un ELISA experimental
basado en la proteina MPB-70, en 162 caprinos infectados con M. caprae
pertenecientes a 4 granjas de la regién de Murcia, Espafia. La SE en aquellos
animales que presentaron lesiones macroscépicas, fue del 44,5% para la IDR,
65,3% para IFN-y y 66,3% para la prueba de ELISA. La SE menor de la IDR la
explican por la desensibilizacion que ocurre al repetir en varias oportunidades esta
técnica al mismo animal, algo que habia ocurrido en este caso. Esta disminucién de
la respuesta a la IDR ante las repetidas tuberculinizaciones, fue también observada
por Schneider y col., (2007) en bovinos al aplicar la IDR en tres ocasiones cada 60
dias. Coad y col., (2010) asociaron el efecto desensibilizante con la disminucién en
la respuesta de la IL-1 8 y elevacidén de la respuesta de la IL-10. Estos cambios en
los niveles del IL, no modificaron los resultados de la prueba de IFN-y. Por otro lado,
los resultados favorables al ELISA podrian deberse a la estimulacién previa con la
IDR, ya que todos los animales venian con varias tuberculinizaciones realizadas
(Buendia y col., 2013).

En Brasil, Marassi y col., (2009) estudiaron un caso de tuberculosis en cabras
infectadas con M. bovis. De 45 animales positivos a la IDR, 43 (95,6%) fueron
positivos a un ELISA que utilizaba proteina MPB70 de M. boviscomo
antigeno. Estos resultados llevaron a los autores a considerar a esta prueba de
ELISA como una herramienta fiable para el diagnéstico de la tuberculosis en

rebarios de cabras.
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Con un objetivo similar de cotejar técnicas diagnésticas y observar lesiones
post mortem, otros autores realizaron inoculaciones experimentales; Perez de Val y
col., (2011) inocularon 13 cabras con M. caprae via endotraqueal. Al final del
ensayo, el cual se extendié por 14 semanas pos-inoculacion, todos los animales
resultaron positivos a las pruebas de inmunidad celular (IDR e IFN-y). La respuesta
humoral medida por ELISA y que se evalué semanalmente, indicd que si bien todos
los animales fueron positivos alguna vez, la misma fue inconstante a lo largo de las
semanas. También observaron diferencias segun el tipo de antigeno empleado ya
que cuando utilizaron DPP bovino solo fueron positivos recién al final del estudio y
cuando recurrieron al antigeno recombinante MPB83, hubo respuesta en las
mediciones previas a las 14 semanas. Los animales fueron faenados a las 14
semanas y todos presentaron lesiones. Comparando estos resultados con otros
anteriores de los propios autores concluyen, ademas, que las lesiones en las cabras
parecen ser mas severas con M. caprae que con M. bovis en el mismo periodo de
tiempo.

Bezos y col., (2010) realizaron una infeccién experimental con M. caprae en 6
cabras y evaluaron la respuesta inmunoldgica mediante las pruebas de IDR e IFN-y
Bovigam®. A los 248 dias pos-inoculacion, los animales fueron necropsiados para
observar la presencia de lesiones y proceder al aislamiento de las micobacterias.
Todos los animales presentaron diversas patologias y fueron positivos a ambas
técnicas inmunolodgicas.

Otro de los ejes de estudio es como influyen la presencia y el tipo de lesiones
sobre los resultados de las pruebas diagnésticas. Gutierrez y col., (1998) clasificaron
las patologias segun se presentaban simples (lesiones que afectaban menos del 10

% del parénquima pulmonar y/o en nédulos linfaticos mediastinicos) o severas
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involucrando pulmones (con lesiones cavitarias y nddulos caseosos), ganglios
linfaticos y/o en otros érganos. Observaron una mayor respuesta al test de ELISA
ante lesiones severas (100% de los animales resultaron positivos) que frente a
lesiones simples (40,9% positivos); no hubo diferencias en el caso de la prueba de
IFN-y (aproximadamente 86% en ambas categorias) y mayor en las lesiones simples
(86,4%) que en las severas (75%) en la IDR. La técnica de ELISA mostré también
mayores resultados positivos que las otras técnicas cuando las cabras poseian
lesiones cavitarias en pulmén. La SE de la IDR en esta categoria de patologias fue
baja (75%), lo que para los autores representa un problema para detectar animales
que estan con gran eliminacién de micobacterias por via respiratoria.

Sanchez y col.,, (2011) destacan que en las lesiones cavernosas, existe una
menor respuesta de células T CD4+ en comparacion con lesiones de tipo
granulomatosas. Esta baja respuesta podria dar lugar a una disminucién de la SE de
la prueba de IDR.

En el otro extremo estan las situaciones epidemioldgicas donde la presencia
de la enfermedad no esta confirmada; en estos casos la correlacion entre las
pruebas es mas dificil de observar, inclusive algunos autores llegan a sugerir que
las cabras no son tan susceptibles como los bovinos al no observar lesiones en
animales positivos a la IDR (Lu y col., 1992).

En Argentina, Magnano y col., (2004) evaluaron la presencia de lesiones y
aislamiento de micobacterias en 13 cabras que habian resultado positivas ala IDR y
que provenian de una region donde se desconocia la presencia o ausencia de la
enfermedad. En la totalidad de los animales, ambas alternativas diagnosticas fueron

negativas.
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Como resumen se podria indicar que son numerosas las causas que
interfieren en los resultados de las diferentes pruebas diagnésticas. Buddie y col.,
(2009) mencionan como falsos negativos: infeccién muy inicial donde adn no se
desarrollo la respuesta inmune; infeccion generalizada por M. bovis contribuyendo al
estado de anergia; estrés asociado con pobre nutricion y transporte; etapa de
periparto; infeccidn viral concurrente; uso de drogas inmunosupresoras; entre otras.

Los resultados falsos positivos pueden estar causados por: infeccidon con M.
avium subsp paratuberculosis; vacunacion contra enfermedad de Johne; exposiciéon
a micobacterias ambientales incluidas miembros del complejo M. avium; infecciones
cutaneas con micobacterias no identificadas; infecciones con algunas especies de
bacterias no tuberculosas ( Buddle y col., 2009).

Por todo esto es que se plantea como un gran desafio el desarrollo de nuevas
técnicas diagndsticas para animales vivos y la continua necesidad de evaluar el
comportamiento de las mismas ante situaciones de prevalencia muy diferentes como
ocurre con los niveles de infeccién entre paises y aun dentro de un mismo pais

(Buddie y col., 2009; Norby y col., 2004).
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HIPOTESIS

El grado de relacion que existe entre los resultados de la IDR con otras

pruebas diagndsticas de tuberculosis en cabras depende de la prevalencia zonal.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la prueba oficial de IDR vy
compararla con técnicas serolégicas comerciales en cabras provenientes de zonas

de alta y baja prevalencia de tuberculosis.

Objetivos especificos

-Caracterizar animales infectados y no infectados mediante la aplicacion de
técnicas bacteriologicas e histopatoldgicas en ambas zonas.

-Comparar los resultados positivos y negativos de IDR en animales infectados
y no infectados.

-Comparar los resultados de tres pruebas inmunolégicas seroldgicas
comerciales en animales infectados y no infectados.

-Cotejar los resultados entre IDR y pruebas inmunolégicas serolégicas.

-Relacionar IDR y técnicas inmunoldgicas seroldgicas con la presencia de

lesiones macroscépicas.
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MATERIALES Y METODOS

Establecimientos y tipo de produccion.

Los establecimientos en los que se realizd la presente investigacion
pertenecieron a pequenos productores familiares, especialmente de zonas
marginales, que compartian similitudes socio-productivas. Sus majadas poseian
entre 100 y 300 animales, en su mayoria de razas mestizas, con estado corporal
normal a delgado. El sistema productivo, para todos los casos, era de cria extensiva
donde los animales pastoreaban durante todo el dia y por la noche permanecian en
corrales de encierre (Figura 1).

Las explotaciones se sustentaban casi exclusivamente con la produccion y

venta de cabritos y en algunos casos sobre la venta de leche y/o queso de cabra.

Figura 1. Corral de encierre donde las cabras permanecen durante la noche;

durante el dia son llevadas a los campos de pastoreo.
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Muestreo

Se utilizé un muestreo intencional o de conveniencia, que se incluye dentro de
los metodos de muestreo no probabilisticos, buscando una seleccién de campos y
animales lo mas representativa posible. Ante esta situacion es necesario tener
presente la dificultad de generalizar o inferir los resultados a toda la poblacién
debido a que no se tiene certeza de que la muestra extraida sea totalmente
representativa, ya que no todos los sujetos de la poblacion tienen la misma
probabilidad de ser elegidos.

Para la seleccidén de establecimientos y de animales se utilizé la siguiente
metodologia que se puede dividir en dos etapas:

*Inicialmente se identificaron las areas de estudio de alta y baja prevalencia
de tuberculosis caprina, claramente diferenciadas segin datos previos de nuestro
grupo de investigaciéon de Sanidad en Rumiantes de la FAV-UNRC, como asi
también por informacién aportada por veterinarios particulares y del servicio oficial
qgue realizaban sus tareas en las areas (datos no publicados).

Con respecto a datos previos de tuberculinizaciones que se utilizaron para
determinar las zonas de bajas prevalencias, se tuvieron en cuenta los aportados por
Tribulo y col., 2002, en el norte de Cérdoba, donde analizaron aproximadamente
10.000 cabras de 117 establecimientos arrojando un 0,4% de reaccionantes; los
generados por el grupo de Sanidad en Rumiantes en la regiéon de Chancani con 331
cabras pertenecientes a 7 productores que arrojaron un 5% de positivas, y en la
zona de Rio Cuarto con prevalencias menores al 1% (datos no publicados). En todos
los casos no se observaron signos clinicos compatibles ni se contaba con

antecedentes aportados por los productores, de ninguno de los campos
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muestreados, que hicieran sospechar de la presencia de tuberculosis en sus
caprinos.

Por otra parte en la region de alta prevalencia, con una extension de unos 10
km, se tenian registros de aproximadamente 2.500 caprinos tuberculinizados
pertenecientes a 18 establecimientos. En 4 de ellos no se hallaron animales
reaccionantes mientras que en los otros 14 la prevalencia oscilé entre el 1% vy el
67%. En estos ultimos se reportaron ademas cabras con sintomatologia evidente y
muerte por tuberculosis (datos no publicados).

Con todos estos antecedentes se eligieron las zonas y dentro de ellas los
campos que se utilizaron para el trabajo.

*Posteriormente se realiz6 |la tuberculinizacion de todos los caprinos mayores
de 6 meses de edad en los diferentes hatos seleccionados de las dos zonas. Los
resultados de esta prueba (positivos y negativos) sirvieron como base para la
eleccion final de los animales a los cuales se les aplicaron las demas pruebas
diagnosticas.

Esquema del desarrollo del trabajo

a )

IDR cabras Seleccion de Qtras técnicas
Eleccién de mayores 6 cebras diagnosticas
Zonaalta pr;valen cia campos meses positivas a IDR
(zAP)
Clasificacién oy
gozones Eleccién de IDR cabras Seleccién de Otres técnicas
, Zonabaja prevelencia campos mayores 6 cabras diagn6sticas
2BP) meses positivasy
negativas a |
; : IDR

La cantidad de caprinos analizados de cada establecimiento, estuvo
determinada por la predisposicion de los propietarios de cuantos vender y por otro

lado nuestra decision de elegir un numero bajo de animales de cada uno para
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obtener una mayor cantidad de establecimientos muestreados y asi conseguir una
mayor representatividad en la informacioén generada.

Finalmente se estudiaron un total de 122 caprinos, pertenecientes a 23
productores, ubicados en ambas regiones.

La eleccion de los animales para necropsia, se realizé ingresando al corral y
seleccionando al azar entre los animales que habian resultado positivos o negativos
ala IDR.

A continuacidn se detalla el nimero de animales y productores de las zonas
de alta y baja prevalencia de tuberculosis

Zona de alta prevalencia (zAP)

En la zAP se analizaron solamente animales positivos a la IDR. Por razones
econémicas y fundamentalmente productivas, se resolvid, en conjunto con los
productores, no faenar animales negativos a la IDR.

La misma comprendié 9 establecimientos caprineros ubicados en la provincia
de San Juan, Argentina (Figura 2). En todos los casos el sistema de produccién era
de forma extensiva, en areas marginales donde, debido a las caracteristicas del
climay el suelo, es casi imposible la crianza de bovinos.

De esos predios se seleccionaron un total de 54 cabras (Figura 3). De ellas 53
fueron hembras adultas (mayores de 3 afios) y un macho de 6 meses de edad.

Zona de baja prevalencia (zBP)

De esta zona se seleccionaron caprinos con resultados positivos y negativos
a la IDR, que pertenecian a 14 productores de la provincia de Cérdoba, Argentina.
Tres de ellos ubicados en una regién agricola-ganadera cercana a la ciudad de Rio

Cuarto; 5 en una regién ganadera y menos agricola a la anterior del norte de la
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provincia y 6 en una zona unicamente ganadera ubicada en cercanias de la reserva
natural de Chancani, al noroeste de la provincia (Figura 2).

Se evaluaron en total 68 caprinos (Figura 3); de ellos 66 fueron hembras
adultas y 2 machos adultos. El detalle del nimero de animales y propietarios segun
el resultado a la IDR fue el siguiente:

Animales Positivos a la IDR: 41 distribuidos en 13 productores (2 de la zona
rural de Rio Cuarto, 5 del norte de Cérdoba y 6 de la regién de Chancani)

Animales Negativos a la IDR: 27 pertenecientes a dos productores de la zona

rural de Rio Cuarto, en uno de los cuales también se seleccionaron animales

positivos.
Zona Alta Zona Baja
Prevalencia Prevalencia
(zAP) (zBP)

Figura 2. Distribucién geografica de la zAP (ubicada en la region sureste de la
provincia de San Juan) y de la zBP (ubicada en dos regiones proximas entre si de la

provincia de Cérdoba).
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r
Total de animales seleccionados de zAP y zBP segun su resultado a
laIDR '
FIETT

| | ®IDR negativos

| |®IDR positivos |

zBP

" J

Figura 3. Se detalla el nUmero de animales seleccionados en cada zona sobre
un total de 122 caprinos. Los resultados de la IDR fueron la base de eleccién de los

mismos; en la zAP solamente se analizaron animales positivos y en la zBP positivos

y negativos.

Pruebas diagnodsticas
A continuacién se detallan las pruebas diagnosticas que se utilizaron en los
animales seleccionados:

Técnica para evaluar la inmunidad celular

-Prueba tuberculinica de intradermorreaccion (IDR)

Técnicas para evaluar la inmunidad humoral

-ELISA IDEXX
-ELISA BIONOTE

-TR Anigen
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Diagnéstico Patologico

-Patologia macroscopica
-Patologia microscdpica

Diagnostico bacteriolégico especifico para micobacterias

-Cultivo en medio Stonebrink
-Cultivo en medio Lowenstein-Jensen
-Tincion de Ziehl Neelsen

Tipificacion de micobacterias por medio de biologia molecular

-Spoligotyping

Descripcion de las técnicas diagnosticas

1. Técnica para la evaluar la inmunidad celular

Prueba tuberculinica de intradermorreaccion
Tuberculina

Como los caprinos son susceptibles especialmente a M. bovis, se utilizé la
tuberculina DPP bovino (derivado proteico purificado), elaborado a partir de la cepa
de M. bovis ANs. Las mismas fueron producidas por laboratorios particulares que
poseen el control y la aprobacion del SENASA.

Los frascos de tuberculinas fueron transportados y conservados entre 2-8 C°,

y protegidos de la luz solar directa durante el trabajo de campo.

Procedimientos para la aplicacion de la tuberculina
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-Instrumental: se utilizaron jeringas metalicas de pequefio volumen (3 mL),
graduadas en 0,1 mL y agujas hipodérmicas, reutilizables, calibre 6, longitud de la
canula 5 mm, punta tipo b (bisel corto).

-Técnica de aplicacién de la tuberculina: una vez inmovilizado el animal se
registré el nUmero del individuo determinado por medio de caravanas. Inicialmente,
utilizando un calibre, se procedié a la medicién de uno de los pliegues anocaudales
internos lugar donde se realizé la prueba. Cuando la piel estaba sucia en el punto de
inoculacién, se limpié con un algodén humedecido en agua evitando el uso de
desinfectantes o productos quimicos que irriten la piel. Posteriormente se procedié a

insertar la aguja via intradérmica e inyectar 0,1 mL de DPP bovino (Figura 4).

Figura 4. Inoculacion intradérmica de 0,1 mL de DPP bovino en el pliegue

anocaudal interno.

Lectura de la prueba e interpretacion de los resultados

La lectura se realizé a las 72 horas posinoculacién. Para tal fin se evaluo la
existencia de reaccion tisular en el area de aplicacion de la tuberculina mediante
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(Figuras 5y 6).

Para la interpretacion del resultado diagnéstico en cada animal se siguio la
reglamentacioén vigente a nivel nacional establecida por el SENASA (2012) donde la
diferencia entre las mediciones previa a la inoculacién y al momento de la lectura
indicaba el resultado de cada animal: 0-2 mm: Negativo; 3-4mm: Sospechoso y 5 0
mas: Positivo. También se tuvo en cuenta la presencia de induracién (tumoracién)
en el pliegue inoculado.

En una planilla de registro de los datos (protocolo de tuberculinizacion), se

asento toda esta informacidén y se indicaron los resultados para cada animal.

2) Técnicas para evaluar la inmunidad humoral

Para el diagnéstico con las técnicas serolégicas que miden inmunidad
humoral, se recolectaron 5 ml de sangre, con jeringa y agujas estériles de la vena
yugular.

Los animales se sujetaron, luego se limpio la zona del cuello con algodén y
alcohol para posteriormente realizar la puncion.

La sangre fue rapidamente colocada a un tubo de ensayo rotulado con el
namero del animal. Una vez liberado el suero, el mismo se transvas6é a un tubo
eppendorf de 1,5 mL de capacidad y se almacend a -20°C hasta su procesamiento.

El momento de sangrado fue previo a la IDR o pasados al menos 90 dias de
realizada la prueba. Este manejo tenia como fin no alterar el resultado de las
técnicas seroldgicas, hecho que se describe si se sangran los animales en los

primeros dias posteriores a la aplicacién de la IDR (Gutierrez y col., 1998).
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Para la realizacién de las tres pruebas serologicas, se siguieron y respetaron
todos los pasos indicados por los laboratorios fabricantes segun constaban en sus
respectivos folletos.

Las pruebas de ELISA IDEXX y de ELISA BIONOTE se llevaron a cabo en el
laboratorio de referencia nacional de SENASA ubicado en Martinez, Buenos Aires en
conjunto con profesionales de ese laboratorio y de nuestro grupo de trabajo de la
UNRC. Para tener mayor certeza y seguridad de los resultados, el diagnéstico de
cada muestra se realizé por duplicado.

La TR Anigen, se realizé en el laboratorio de serologia del Departamento de
Patologia Animal de la FAV-UNRC, con todas las condiciones ambientales
aconsejadas por el laboratorio fabricante.

Con respecto al numero de animales que se procesaron para cada prueba, en
el caso de los ELISAs (BIONOTE y IDEXX) fueron un total de 71 de los cuales 29
pertenecian en la zAP y 42 a la zBP.

Por inmunocromatografia (TR Anigen) se evaluaron 82 cabras donde 44
correspondieron a zAP y 38 a zBP.

El nimero de animales que se procesd con cada técnica seroldgica, dependid
fundamentalmente de las posibilidades de acceder a una cantidad fija de
determinaciones para cada kit. Debido a ello el numero de muestras no fue

homogéneo para todas las pruebas.

a) Técnica de Enzimo inmuno analisis indirecto IDEXX M. bovis
(ELISA IDEXX)

El kit para la deteccidn de anticuerpos frente a M. bovis de IDEXX es un

Inmunoensayo enzimatico disefiado para el analisis de muestras bovinas de suero y
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plasma. Pegados a cada pocillo de la placa, utiliza dos antigenos recombinantes de
M. bovis que son los de mayor frecuencia de reconocimiento MPB83 y MPB70
(Wiker, 2009).

Este kit fue certificado por la OIE en mayo del 2012 y declarado apto para la
deteccion de anticuerpos de M. bovis en muestras de plasma o suero de ganado
bovino unicamente, con el fin de usarse como una prueba adicional, junto con otros
meétodos, para el diagnoéstico y manejo de la infeccion por M. bovis (OIE, Resolucién
N° 24, 2012).

Procedimiento segun indicaciones del fabricante. Laboratorio IDEXX
(2013)

e Inicialmente se colocaron 100 pyL de cada muestra del suero problema
diluido y de los sueros controles positivos y negativos dentro de los
pocillos.

e Se cubrié la placa e incub6 a 18-26°C por 60 minutos.

e Elliquido sobrenadante de los pocillos se aspird y luego se lavaron los
mismos con 300 pL de solucion de lavado, repitiendo 4 veces.

e Se agregd a cada pocillo 100 pyL de conjugado especifico IgG anti-
bovino.

e Se cubrid la placa e incubd nuevamente a 18-26°C por 30 minutos.

e Se retir6 el liquido sobrenadante y se lavd 4 veces como lo indicado en
el punto 3.

e Se agreg06 100 pL del sustrato TMB dentro de cada pocillo.

e Otra vez se cubrid la placa e incubd a 18-26°C por 15 minutos.

¢ Finalmente se incorpord 100 uL de solucion de frenado en cada pocillo.
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e La lectura se realizé6 a una absorbancia a 450 nm y se calcularon los

resultados.

b) Técnica de Enzimo inmuno analisis directo BIONOTE Anigen
BTB Ab ELISA 2.0 (ELISA BIONOTE)

A diferencia del laboratorio anterior, BIONOTE Anigen desarrolldé una técnica
de ELISA directo para detectar anticuerpos contra M. bovis, utilizando solamente la
proteina MPB70.

La informacién aportada por el laboratorio indica una SE del 88.1% y una ES
del 99.2% en bovinos, en ambos casos comparadas con la prueba de IDR

Procedimiento segun indicaciones del fabricante. Laboratorio Bionote
(2013)

¢ Inicialmente se preparoé la placa de prueba de antigeno recubierto BTB.

e Se agregaron 50 pL de los sueros controles y de las muestras en los
pocillos.

e Luego se incorpor6 50 uL de antigeno de M. bovis marcado con
peroxidasa del rabano picante (HRP) a cada recipiente.

¢ Se incubd la placa durante 60 minutos a 37 °C.

e Se realizé un lavado de la placa 6 veces con 350 uL solucién de lavado
diluida y luego se aspir6 el liquido sobrenadante.

e Se anadié 100 yL de solucién de sustrato mixto (listo para usar) a cada
pocillo e incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente.

e Finalmente se incorporé 100 pL de solucion de frenado a cada

recipiente.
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e La medicién se realizé a una longitud de onda de 450 nm y se

calcularon los resultados.

c) Test rapido inmunocromatografico, Anigen Rapid Bovine TB Ab
Test, Bionote, Inc. (TR Anigen)

El test da la posibilidad de utilizarlo con sangre, plasma o suero. En nuestro
trabajo se utilizaron solamente muestras de suero.
Procedimiento segun especificaciones del fabricante. Laboratorio
Bionote (2010)
e Se retird el kit del material contenedor y se colocé en una superficie
plana y seca.
e Se incorporo 10 uL de suero en el orificio del dispositivo indicado con
una "S".
e Se esper6 durante 1 minuto y posteriormente se agregaron 3 gotas de
la suspension buffer dentro del hoyo indicado para la misma.
e A los 20 minutos se procedié a leer los resultados observando las
ventanas de la placa.

Interpretacion de la prueba

Inicialmente se observd la banda coloreada del control, simbolizada con la
letra “C” que indica que el test se realizé correctamente. De no aparecer dicha linea,
el mismo se considerd no valido:

Negativo: presencia de una sola banda en el sector “C” de la ventana.

Positivo: presencia de 2 bandas en los sectores “C” y “T dentro de la ventana

(Figura 7).
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Inspeccion post mortem

Los 122 animales seleccionados para el estudio, fueron eutanasiados para
realizar una minuciosa observacién en buUsqueda de lesiones macroscopicas
compatibles con tuberculosis y posterior toma de muestra para bacteriologia e
histopatologia. La inspeccidn post mortem de algunos animales se realizé en la sala
de necropsia del Departamento de Patologia Animal de la FAV-UNRC y otros
durante la faena en frigorificos regionales que cuentan con inspeccién veterinaria
oficial. Esto dependi6é fundamentalmente de la posibilidad de trasladar los animales
hasta la UNRC. Si bien la necropsia, por la mayor disponibilidad de tiempo, es mas
sensible que la inspeccion durante la faena para la observacion de lesiones
macroscopicas, la factibilidad econdmica hace que esta ultima sea una buena
metodologia para la inspeccion de gran numero de animales (Corner, 1994). No
obstante cuando los animales fueron faenados en los frigorificos, se dispusieron
esos dias unicamente para las faenas de las cabras lo que permitié realizar las
actividades con el tiempo adecuado para una correcta observaciéon y toma de
muestras.

Durante la faena se inspeccionaron los animales iniciando con un examen
general de organos y sistemas, continuando con una observacion particular externa
y palpacién-presion de los mismos y finalmente realizando cortes foliados de
pulmén, higado, bazo y demas drganos del tracto-gastrointestinal como también
ganglios linfaticos retrofaringeos, parotideos, mediastinicos, bronquiales,
mesentéricos y gastro-hepaticos. Segun Corner, (1994) solamente con la inspecciéon
del pulmén y de los ganglios linfaticos antes mencionados, se detectan mas del 95%

de los bovinos que presentan lesiones macroscopicas compatibles con tuberculosis.
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Con la finalidad de obtener datos objetivos al momento de la necropsia, se
disefio una planilla similar a la propuesta por Garbaccio y col.,, (2014) con
adaptaciones que se consideraron importantes de realizar. En la misma se
detallaron las lesiones que se observaban en los distintos tejidos y érganos, con sus
respectivas caracteristicas macroscoépicas y distribucion.

Se consideraron lesiones compatibles con tuberculosis tanto aquellas que se
presentaban como nodulares, de diferentes tamafios, conteniendo en su interior un
material caseoso, palido amarillento, con o sin calcificacion y que podian o no estar
rodeados por una capsula fibrosa (Figura 8), como las otras que se observaban
como cavidades de diferentes tamafos, con ausencia de tejido pulmonar dentro de
las mismas y con contenido mixto pastoso-caseoso; en algunos casos, a este
contenido se le sumaba un exudado seroso (cavernas pulmonares) (Figura 9).

En el presente trabajo se estudié ademas si las caracteristicas patoldgicas y
la ubicacion de las lesiones modificaban los resultados de la pruebas seroldgicas.
Algunos autores asocian mayor porcentaje de positivos con la presencia de lesiones
generalizadas y cavernosas pulmonares (Gutierrez y col.; 1998).

Para tal fin se relacionaron las pruebas de ELISA BIONOTE y TR Anigen con
las lesiones macroscopicas. La informacién de las caracteristicas patoldgicas se
sintetizé en lesiones respiratorias (incluia nodulos linfaticos mediastinicos y/o
pulmones con o sin lesiones cavernosas), digestivas (en tracto gastrointestinal y/o
higado) y generalizadas (en varios 6rganos de diferentes sistemas).

Para analizar esta relacion, en el caso del test ELISA BIONOTE, se aplicd a
un total de 29 animales y el TR Anigen a 44, todos pertenecientes a la zAP y que

presentaron lesiones macroscopicas.
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Para tener mayor certeza en los resultados obtenidos, todas las actividades
de campo y necropsias fueron realizadas por integrantes del grupo de investigacion
de Salud en Rumiantes FAV-UNRC, capacitados en el tema, en conjunto con

Médicos Veterinarios locales donde se realizaban las tareas diagnésticas.

Bacteriologia

Toma de muestra para el diagnéstico bacteriologico

El muestreo para el diagnéstico bacterioldgico se realizé dependiendo de la
presencia o ausencia de alteraciones macroscopicas. En el primer caso se
recolectaron muestras de aproximadamente 5 x 5 cm donde se incluia el tejido u
organo con la lesion. En el caso que el animal no presentaba lesiones se extrajeron
los ganglios linfaticos retrofaringeos, mediastinicos, mesentéricos y gastrohepaticos
considerados los principales lugares de ubicacidn de las micobacterias (Corner,
1994). -

Las muestras fueron colocadas individualmente en frascos estériles,
identificadas y refrigeradas hasta su traslado al laboratorio. Cuando se procesaron
inmediatamente, se mantuvieron refrigeradas a 4°C. En ocasiones, cuando el
numero de muestras era elevado, se las mantuvo congeladas a temperatura de
-20°C.

Tratamiento de la muestra previo al cultivo

Secciones de cada una de las muestras, se colocaron en un mortero
previamente esterilizado envuelto en papel aluminio. Se agregd una pequefia
cantidad de arena estéril y se homogeneizd el tejido; posteriormente se colocoé 3 mL

de agua destilada estéril a pH 7. Con una pipeta Pasteur, provista de una propipeta
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de goma, se trasvaso6 aproximadamente 2 mL de la suspensién a un tubo con tapa a
rosca esteril.

Para eliminar la flora asociada que se encuentra en la mayoria de las
muestras, se procedid a la decontaminacién segun el método de Petroff.

Método de Petroff

Al tubo con tapa a rosca que contenia la muestra se le agregd 4 mL de
solucion estéril de hidroxido de sodio al 4%, se mezclo e incubd a 37°C durante 20
minutos agitando cada 5 minutos. Posteriormente se centrifugd 5 minutos a 2500-
3000 rpm y se elimind el sobrenadante. Para neutralizar se agregd 1-2 gotas de una
solucion de rojo fenol al 4% y 1-2 gotas de una solucién de acido sulfurico al 10%.
Se lavo con 3 mL de agua destilada estéril para eliminar los restos de acido y se
procedié a centrifugar durante 5 minutos. Se elimino el sobrenadante y se agregd 1-
2 mL de agua destilada estéril.

Cultivo en medios selectivos para micobacterias
El material recolectado se sembrdé en los medios de Léwenstein-Jensen y de
Stonebrink, que se emplean rutinariamente para el cultivo de las micobacterias. La
preparacién de los medios se realizd en el laboratorio de micobacterias de la FAV-

UNRC.

Medio de Lowenstein-Jensen (L-J)

Formula:

Fosfato monopotasico anhidro (PO4H2K).................ccccooiii 249
Sulfato de magnesio (SO4Mg7H20)...........cccccooeecil 0,24 g
Citrato de magnesio.........ccocviuiiiiiiieeeeeeee e 06g
L-asparagina...........coooiiiiiiie e 3649
Glicerina bidestilada................c..iiii 12,0 mL
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Agua destilada C.S.P. ... 600,0 mL
HUEeVOoS enteros. .........ccooiiiiiiiiiic 1000,0 mL
Solucion verde de malaquita al 2% recién preparada...........20,0 mL
Medio de Stonebrink (St)

Férmula:

Fosfato monopotasico anhidro (PO4H2K)..............cccccoeeeiinin. 35¢9
Fosfato disédico (NaHPO42H20)...........ccccooiiiii, 20g
Piruvato de Sodio..........coooiiiiiiiii 6,25¢
Agua destilada.............cccceoi 500,0 mL
HUBVOS ENtEIOS... ...ttt 1000,0 mL
Solucién verde de malaquita al 2% recién preparada.............. 20,0 mL

Siembra de los medios de cultivo

Luego de procesadas las muestras por el método de Petroff, se inocularon de
4 a 5 gotas de la suspension en 2 tubos con medio de L-J y en 2 tubos con medio de
St. Ambos medios se incubaron en aerobiosis, a 37°C por el término de 60 dias. Se
realizaron observaciones cada tres dias las primeras dos semanas y luego una vez
por semana durante todo el periodo, registrando el tiempo de desarrollo de las

colonias y morfologia de las mismas (Kantor y Bernardelli, 1986) (Figura 10).
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Figura 10. Se observan colonias de micobacterias en medio de St.

Transcurrido dicho tiempo y antes de la eliminacién de los tubos, se realizé un
extendido a cada uno con tincidn de Ziehl Neelsen (Z-N) para observar presencia de
bacilos acido alcohol resistentes (BAAR). Se consideré un cultivo positivo cuando se
constataba la presencia de colonias en uno o mas tubos con los medios de cultivo y
cuando la tincién de Z-N, realizada a las mismas, indicaba la presencia de BAAR.

Los tubos con los medios de cultivo que resultaron positivos, se enviaron al
Instituto de Biotecnologia del INTA Castelar (Buenos Aires, Argentina), para su

tipificacion molecular.

Tincién de Ziehl Neelsen previo a la siembra

Otra metodologia que se aplicé fue la tincion con Z-N antes de realizar la
siembra. Para ello, posteriormente a la decontaminacion de las muestras y antes de
inocular las gotas en cada tubo con los medios, se realizé6 un extendido sobre un
portaobjeto y se colored con tincion de Z-N para evaluar la presencia de BAAR.

Las mismas se observaron con microscopio 6ptico a 1000x (Figura 11)
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Figura 11. BAAR en la tincidén de Z-N presiembra.

Tipificacion por biologia molecular de las micobacterias aisladas

La técnica de spoligotyping se realizé en el Instituto de Biotecnologia CICVyA
del INTA Castelar segun el protocolo descripto por Kamerbeek y col., (1997). La
region de las repeticiones directas (DR) se amplificé por PCR, utilizando uno de los
oligonucledtidos iniciadores biotinilado. Luego, los productos amplificados se
hibridaron a los oligonucleétidos espaciadores que se encuentran fijados
covalentemente en la membrana de nylon y dispuestos paralelamente entre si.
Finalmente, se detecté la hibridacidn por quimioluminiscencia y se reveld por
autorradiografia.

Un patrén de spoligotyping se define por la presencia o ausencia de cada uno
de los 43 espaciadores en estudio y se lo designa arbitrariamente con un niimero. La
ausencia de los espaciadores 3, 9, 16 y 39 a 43 definen al patrdén caracteristico de

M. bovis (Dale y col., 2001). La nomenclatura de los patrones identificados fue la de
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la base de datos de la Universidad de Sussex (www.mbovis.org) para poder realizar

comparaciones con los patrones obtenidos mundialmente.
Del total de micobacterias aisladas, finalmente se tipificaron 36, todas

pertenecientes a animales de la zAP.

Histopatologia

Toma de muestra para el diagndstico histopatolégico

Para el diagndstico histopatolégico se recolectaron muestras de 1 x 1 cm de
lesiones macroscopicas compatibles con tuberculosis. En los casos donde los
animales no presentaban lesiones macroscépicas se recolectaron muestras de
linfonodos retrofaringeos, mediastinico. mesentéricos y gastrohepaticos.

Las mismas fueron fijadas en formaldehido al 10%, deshidratadas,
impregnadas en parafina y cortadas en secciones de 5 micras; se colorearon con la
tincion de hematoxilina-eosina para observar lesiones en los tejidos.

Diagnéstico histopatolégico

Se consideraron positivas aquellas muestras que a la
histopatologia presentaban lesiones de tipo granulomatosas caracterizadas por
proliferacién de linfocitos, macrofagos, células epitelioides, células gigantes de

Langhans; acompafiadas o no por necrosis caseosa central y fibroplasia periférica.

Eleccién de la prueba de oro alternativa

Para clasificar los animales se decidié formular una prueba de oro alternativa,
teniendo en cuenta para ello los resultados tanto del cultivo bacteriano como de la

histopatologia. Cuando al menos una de las dos pruebas fue positiva el animal se
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considerd verdadero positivo y en el caso que ambas técnicas resultaron negativas,

ese individuo se catalogé como verdadero negativo.

Clasificacion de los animales

Basados en los resultados de la prueba de oro alternativa se asignaron dos
condiciones sanitarias:
1. Animal Infectado (Al) cuando resulté verdadero positivo

2. Animal No Infectado (ANI) cuando resulté verdadero negativo

Analisis estadistico

Los resultados de todas las pruebas diagnosticas fueron expresados en
positivos y negativos siguiendo los procedimientos estandares o recomendados en
los kit comerciales.

Luego la comparacion de las técnicas se llevé a cabo a través de tablas de
frecuencias. La asociaciéon de los resultados fue evaluada estadisticamente
mediante |la prueba de chi-cuadrado.

Por su parte todos los Intervalos de confianza (1.C.) exactos, se basaron en la
distribucién binomial.

Para la determinacion de la SE y ES cada prueba fue comparada con la
prueba de oro alternativa de acuerdo al siguiente criterio. una muestra fue
considerada verdaderamente positiva si dio resultado positivo al cultivo y/o
histopatologia.

Para lograr fos objetivos planteados, se relacionaron las diferentes técnicas

diagnoésticas entre si agrupando los animales segun las zonas: por un lado todos los
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seleccionados de la zAP y por otro los de la zBP; y a su vez por la condicidén
sanitaria (Al o ANI) de cada cabra dentro de esa zona.

También se realizé una descripcion ampliada de los hallazgos bacteriolégicos
y de la tipificacidon mediante técnicas de biologia molecular.

Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo usando el paquete estadistico

Stata 11 (StataCorp., 2009).
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RESULTADOS

A continuacion se indica la secuencia utilizada en el analisis de los resultados

la cual incluye los siguientes 10 puntos:

1.

Hallazgos patoldégicos microscopicos y cultivos bacterianos

determinando asi la condicion sanitaria de los animales;

. Prueba de IDR segun la condicidén sanitaria;

Prueba seroldgica ELISA BIONOTE segun la condicion sanitaria;
Prueba seroldgica TR ANIGEN segun la condicion sanitaria;

Prueba serologica ELISA IDEXX segun la condicion sanitaria;
Presencia de lesiones macroscopicas segun la condicion sanitaria,
Prueba de IDR y técnicas serologicas ELISA BONOTE y TR Anigen;
Pruebas de ELISA BIONOTE y TR ANIGEN entre ambas;

Pruebas de ELISA BIONOTE y TR ANIGEN segun las caracteristicas

de las lesiones macroscopicas;

10.Bacteriologia: cultivo de micobacterias, tincion de Z-N presiembra vy

tipificacidon por técnicas moleculares.

Relacion entre hallazgos patolégicos microscoépicos y cultivos

bacterianos

De los 54 animales seleccionados en la zAP, 38 (70,37%) resultaron positivos

al cultivo, de los cuales 36 también fueron positivos a la patologia microscépica

(Tabla 1). Pero como se describi6é en la eleccidén de la prueba de oro alternativa, los

animales se consideraron infectados cuando al menos una de estas técnicas era
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positiva. Esto eleva finalmente a 47 (87,04%) los Al (tabla 1). Se observé diferencia

estadisticamente significativa (P < 0,001) al relacionar ambas pruebas diagnésticas

Tabla 1. Relacion de la patologia microscépica y los cultivos, en los caprinos

de la zAP. Valores entre paréntesis representan porcentajes sobre el total de

animales seleccionados (n= 54).

Patologia Cultivo
microscopica Negativo Positivo Total

Negativo ! 2 9
(12,96%) (3,70%) (16,66%)

Positivo 9 36 45
(16,67%) (66,67 %) (83,34%)

Total 16 38 54

(29,63%) (70,37%)

Cuando se analizé la relacién entre las lesiones microscopicas y el cultivo
bacteriano en la zBP, se observé que la totalidad de las cabras (n= 68) resultaron
negativas a ambas técnicas. Es por ello que todos los animales fueron considerados

como ANI o verdaderos negativos.

Relacion entre la IDR e infeccidn

Un total de 54 animales de la zAP y 68 de la zBP fueron seleccionados para
evaluar la relacion entre la IDR y la condicion sanitaria. Para la zAP solo se
evaluaron animales que habian sido positivos a la IDR (Tabla 2) mientras que en la
zBP se incluyeron IDR positivos y negativos (Tabla 3).

De la Tabla 2 se puede observar que el valor predictivo positivo (VPP) fue del

87,04% ya que de los 54 animales IDR positivos, 47 fueron Al.
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Tabla 2. Relacion entre la IDR con la condicién sanitaria en la zAP. Los

porcentajes estan basados sobre un n= 54.

Condicion sanitaria IDR (+)
AN (1 2,56%)
Al (871,154%)

Total (1 gg%)

Tabla 3. Relacion entre la IDR y la condicién sanitaria en la zBP. Los

porcentajes estan realizados sobre un n= 68.

Condicién sanitaria IDR () IDR (+) Total
AN 27 41 68
(39,71%) (60,29%) (100%)

Figura 5. Reaccion positiva en el pliegue anocaudal interno. Se observa el

mismo aumentado de tamafio y con reaccion firme a la palpacién (induracion).
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Figura 6. Reaccién positiva en el pliegue anocaudal interno. Se observa el

mayor aumento en el tamafo del pliegue con respecto al animal de la Figura 5.

Relacion entre la prueba seroldgica ELISA BIONOTE e
infeccidén

Otra de las relaciones que se estudid, fue entre el ELISA BIONOTE vy la
condicién sanitaria. En zAP, se analizaron 29 sueros de Al. De ellos 11 resultaron
positivos lo que indicé una SE del 37,93% (1.C. 20,69% — 57,74%). Los restantes 18
(62,07%) fueron negativos.

En la zBP, esta misma relacion se realizd sobre 42 sueros ANI. Aqui los

resultados indicaron que el 100% fueron negativos al ELISA BIONOTE.
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Relacion entre la prueba serolégica TR Anigen e infeccion

Para comparar el TR Anigen con la condicion sanitaria en zAP, se utilizaron
en total 44 sueros de los cuales 37 eran Al y 7 ANI. De los Al, la técnica clasifico 10
como positivos dando una SE del 27,03% (1.C. 13,76% — 44,12%) y de los ANI a

todos como negativos siendo por lo tanto la ES de 100% (1.C. 59,04% - 100%)).

TR Anigen
Positivo

Figura 7. Dispositivos del TR Anigen donde se observan, en las respectivas
ventanas, el resultado para cada animal. En el ejemplo, a la derecha, el animal 221

con ambas lineas (C y T) indica positivo y el 241, solamente con la linea C, negativo.

Tabla 4. Se detalla la relacion entre el TR Anigen y la condicién sanitaria en
zAP. Los porcentajes se basan por un lado en el total de ANI (n= 7) y por el otro

sobre el total de Al (n= 37).

Condicion sanitaria TR Anigen (-) TR Anigen (+) Total
ANI ’ 0 !
(100%) (0%) (100%)
Al 27 10 37
(72,97%) (27,03%) (100%)
Total 34 10 44
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En la zBP se analizaron 38 sueros de ANI, de los cuales 37 fueron negativos
al TR Anigen, por lo tanto la ES fue del 97,37% (I.C. 86,19% - 99,93%). Solamente 1

(2,63%) cabra resultd positiva.

Relacion entre la prueba serologica ELISA IDEXX e infeccion

Para comparar la técnica de ELISA IDEXX segun la condicién sanitaria, se
utilizaron un total de 71 muestras de suero de las cuales 29 pertenecian a cabras de
la zAP todas ellas infectadas y 42 a la zBP todas no infectadas. EI 100% de los

animales de ambas zonas fueron negativas a la técnica de ELISA IDEXX.

Relacion entre la presencia de lesiones macroscopicas y la
condicidén sanitaria

Se estudid, en ambas zonas, la relacion entre Al o ANI con la presencia de
lesiones macroscopicas. Se observo una asociacion estadisticamente significativa

(P =0,001) entre ambas en el caso de los Al de la zAP.

Tabla 5. Resultados obtenidos al comparar la presencia de lesiones
macroscoépicas con la condicién sanitaria en zAP. Los valores porcentuales se basan

por un lado en el total de ANI (n=7) y por el otro sobre el total de Al (n= 47).

Condicion sanitaria Lesiones macroscopicas
Negativo Positivo Total
7 0 7
ANI (100%) (0%) (100%)
Al 3 44 47
(6,38%) (93,62%) (100%)
Total 10 44 54
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Figura 8. Lesién nodular, pequena, granulomatosa, en ganglio linfatico

mediastinico.

Figura 9. Mdltiples lesiones granulomatosas focales (flechas pequerias) y

cavernosas (flecha grande), en el 16bulo diafragmatico del pulmén.
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Para la zBP, donde las 68 (100%) cabras no estaban infectadas, hubo 63
(92,65%) que no presentaron lesiones macroscoépicas y 5 (7,35%) con algun tipo de
lesion compatible con tuberculosis que al cultivo y a la histopatologia resultaron

negativas.

Relacion entre la IDR y las técnicas serologicas ELISA
BIONOTE y TR Anigen

Se estudié la relacion entre la IDR que mide inmunidad celular y las pruebas
de ELISA BIONOTE y TR Anigen que miden inmunidad humoral. Estos resultados
brindan informacion por un lado sobre las variaciones en las diferentes respuestas
inmunoldgicas y por el otro que sucederia ante una situacién hipotética de no poder
contar con las pruebas de oro debido a que no se pueda realizar la necropsia.

Como se aclaré anteriormente, todos los animales seleccionados en la zAP
fueron positivos a la IDR. La prueba de ELISA BIONOTE se aplicé a un total de 29
sueros y la técnica TR Anigen a 44.

El porcentaje de animales positivos a la IDR y ELISA BIONOTE fue del
37,93% (1.C. 20,69% - 57,74%). En el caso de la IDR y TR Anigen, del 22,73% (I.C.
11,47% - 37,84%) (Tabla 6).

Tabla 6. Relacion entre IDR vy las pruebas serologicas ELISA BIONOTE y TR
Anigen en la zAP. Los porcentajes estan basados sobre el total de sueros utilizados

para cada prueba.

IDR - ELISA BIONOTE TR Anigen
Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total
Positivo 18 11 29 34 10 44
(62,07%) | (37,93%) | (100%) § (77,27%) (22,73%) (100%)
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En la zBP se seleccionaron 22 sueros de cabras negativas a IDR y 20 de
positivas, para compararlas con ELISA BIONOTE (n= 42). Y por otro lado 19 sueros
de positivas a IDR y 19 de negativas, para relacionarlas con el test TR Anigen
(n=38).

Tabla 7. Relacion entre la IDR con ambas técnicas serologicas: ELISA
BIONOTE (n= 42) y TR Anigen (n= 38), en zBP. Los valores porcentuales se basan

en el total de animales positivos o negativos a IDR que fueron comparados con cada

test.
IDR ELISA BIONOTE TR Anigen
Negativo Positivo Total Negativo | Positivo Total
Negativo 22 0 22 18 1 19
(100%) (0%) (100%) § (94,74%) | (5,26%) | (100%)
Positivo 20 0 20 19 0 19
(100%) (0%) (100%) (100%) (0%) (100%)
Total 42 0 42 37 1 38

Relacion entre ELISA BIONOTE y TR Anigen

Se compararon los resultados entre dos técnicas que miden inmunidad
humoral, pero con diferente metodologia, como son ELISA BIONOTE y TR Anigen,
en 24 animales de la zAP (Tabla 8) y 37 de la zBP (Tabla 9).

En la zAP hubo asociacion estadisticamente significativa (P < 0,027) entre
ambas técnicas diagnosticas.

En la zBP se observo alta proporcidon (97,30%) de animales negativos

detectados por las dos pruebas.

Tabla 8. Relacion entre ELISA BIONOTE y TR Anigen en zAP sobre un total
de 24 Al. Los porcentajes indican la concordancia entre ambos test para cada uno

de los resultados.
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TR Anigen
ELISA BIONOTE Negativo Positivo Total
Negativo 14 ! 15
(58,33%) (4,17%)
Positivo S 4 4
(20,83%) (16,67 %)
19 5 24
Total (100%)

Tabla 9. Relacion entre ELISA BIONOTE y TR Anigen en animales de la zBP.

Los 37 sueros pertenecian a ANL.

TR Anigen
ELISA BIONOTE Negativo Positivo Total
Negativo 36 ! 37
(97,30%) (2,70%) (100%)

Pruebas de ELISA BIONOTE y TR Anigen segun las

caracteristicas de las lesiones macroscopicas

Otro de los puntos que se analizé fue la relacién entre los resultados de las
pruebas de ELISA BIONOTE y TR Anigen con la distribucion de las lesiones
macroscopicas y la presencia o ausencia de lesiones cavernosas en pulmoén. Esta
informaciéon permitié observar el comportamiento de las técnicas frente a las
diferentes presentaciones patolégicas y compararlas con otros autores que asocian
mayor porcentaje de positivos con la presencia de lesiones generalizadas y
cavernosas pulmonares.

El test ELISA BIONOTE se aplicé a un total de 29 animales y el TR Anigen a

44, todos pertenecientes a la zAP y que presentaban lesiones macroscopicas.

Tabla 10. Resultados de las técnicas serologicas de ELISA BIONOTE y TR

Anigen segun la distribucion de lesiones y la presencia de cavernas pulmonares. Los

82




Evaluacion de técnicas diagndsticas en tuberculosis caprina en dreas con alta y baja prevalencia de la regién central de la
Republica Argentina

valores indican el nimero absoluto de animales con ese tipo de lesién (clasificadas

de | al V) para cada resultado del test.

I I [l \% V TOTAL
ELISA BIONOTE + 4 2 3 1 1 11
ELISA BIONOTE - 13 3 2 0 0 18
Total 17 5 5 1 1 29
TR Anigen + 8 0 1 1 10
TR Anigen - 23 6 2 1 2 34
Total 31 6 3 2 2 44

[) lesiones granulomatosas ubicadas solo en sistema respiratorio (pulmon y/o
ganglios linfaticos mediastinicos)

I) tuberculosis generalizada (lesiones granulomatosas en varios érganos)

lIl) lesiones granulomatosas ubicadas unicamente en sistema respiratorio v,
sumado a ellas, lesiones cavernosas en pulmon

IV) tuberculosis generalizada sumado a lesiones cavernosas en pulmon

V) lesiones granulomatosas solo en aparato digestivo

Bacteriologia: cultivo de micobacterias, tincién de Z-N
presiembra y tipificacion por medios moleculares

Con respecto a los resultados bacteriolégicos, se puede indicar que de las
muestras que se sembraron pertenecientes a los 54 animales en la zAP, 38
(70,37%) presentaron crecimiento en al menos uno de los medios de cultivo.

Cuando se analizé en cual de estos medios hubo desarrollo de esas 38
muestras positivas, se observo que el 100% fue en medio de Stonebrink y a su vez

el 23,68% (9 especimenes) en Léwenstein-Jensen.
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no demostré crecimiento en ninguno de los medios evaluados.

Por otro lado, los resultados de las tinciones de Z-N realizadas previas a la
siembra, indicaron que de los 54 animales de la zAP, 10 (18,5%) fueron positivas.

Si se toma solamente en cuenta los animales de esta zona que presentaron
cultivo positivo (n= 38), el porcentaje de muestras positivas a Z-N presiembra se
elevo al 26,32%.

En la zBP, una muestra (1,47%) de las 68, presentd bacilos acido alcohol
resistente. A partir de ella no hubo crecimiento en ninguno de los medios de cultivo.
Ese animal resultdé positivo a la prueba de IDR y no presentd lesiones
macroscopicas ni microscépicas.

Con respecto a la identificacidon utilizando la técnica molecular de
spoligotyping, se observd que el total de las micobacterias tipificadas (n= 36), se
correspondieron con M. bovis SB0140. Todas las muestras pertenecian a animales

de la zAP.
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DISCUSION

Para el presente trabajo y con la finalidad de evaluar la prueba oficial de IDR y
compararla con técnicas serolégicas comerciales en cabras provenientes de zonas
de alta y baja prevalencia de tuberculosis, se planteé la hipotesis que el grado de
relacion entre ellas depende de la prevalencia zonal. De acuerdo a los resultados
obtenidos la hipétesis es aceptada.

Inicialmente se hace referencia a la eleccidon de la prueba de oro alternativa.
En la mayoria de los trabajos de tuberculosis y en otras enfermedades bacterianas,
cuando se va a evaluar una prueba diagnéstica a campo, adoptan el cultivo como
prueba de oro ya que posee una especificidad del 100% (OIE, 2008). No obstante
hay animales infectados que presentan lesiones y los cultivos arrojan resultados
negativos (Corner, 1994). En estos casos la histopatologia pasa a ser una
herramienta diagndstica complementaria de mucha ayuda para aumentar la SE de la
prueba de oro. Podriamos respaldarnos en estudios realizados por Varello y col.,
(2008) que indican valores mayores al 90% de SE y ES para la técnica
histopatoldgica. Debido a esto es que se decidié formular una prueba de oro
alternativa, al igual que lo planteado por Gutierrez y col., (1998) y Buendia y col.,
(2013) teniendo en cuenta para ello los resultados tanto del cultivo bacteriano como
de la histopatologia para cada animal, clasificando como verdadero positivo cuando
al menos una de las dos pruebas arrojaba ese resultado. En caso de que ambas
técnicas fueran negativas, ese individuo se clasific6 como verdadero negativo. Como
se observara mas adelante, en el presente trabajo hubo animales que solo fueron

positivos a una de estas pruebas.
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Debido a que todas las técnicas diagnoésticas tienen en mayor o menor
medida limitaciones, es que se considera importante realizar el siguiente comentario
sobre las aqui utilizadas como prueba de oro alternativa. Dentro de los
inconvenientes que presenta la histopatologia como diagndéstico es la posibilidad de
dar resultados falsos negativos ante las siguientes situaciones: 1) al no encontrar
ninguna lesidbn macroscopica en la observacion de los tejidos, es azaroso que los
cortes histoloégicos coincidan con las areas en las cuales se encuentren las lesiones
microscoépicas; 2) que las lesiones macro y microscépicas se ubiquen en otros
tejidos distintos a los analizados y 3) que los animales estudiados no presenten
lesiones microscopicas. Y por otro lado, un resultado falso positivo puede darse
fundamentalmente por la presencia de agentes infecciosos diferentes a
micobacterias (Nocardias, Actynomices, Rodococcus) que produzcan idénticas
lesiones (Corner, 1994).

Con respecto al cultivo bacteriano, podriamos agregar como limitantes la
incapacidad de las micobacterias de desarrollarse en cualquiera de los medios de
cultivo especificos por alteraciones o mala calidad de los mismos o también al dafio
en los microorganismos provocado durante el procedimiento de decontaminacion
previo a la siembra; ambos son algunos de los motivos para no aislar micobacterias
de animales infectados (Barrera, 2008). Para el presente estudio, la decision de
intercalar peridédicamente en el proceso de siembra muestras controles positivas
pertenecientes al banco de muestras del departamento de Patologia Animal de la
FAV-UNRC, obteniendo de ellas siempre resultados positivos, llevé a descartar en
gran parte las limitaciones antes expuestas.

Por otro lado varios trabajos reportan aislamiento de micobacterias a partir de

tejidos sin lesiones. Aunque esto es probable, las posibilidades de aislamiento son
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menores que cuando se toman las muestras de lesiones compatibles que garantizan
en gran medida la presencia del agente. Ello, sin lugar a dudas, hace menos
sensible el diagnostico bacteriolégico (Payeur y col., 1981; Whipple y col., 1996).

A continuaciéon se analizan y discuten, en forma particular, los resultados
obtenidos.

La formulacién de la prueba de oro alternativa se puede justificar con los
siguientes resultados y conceptos. En la Tabla 1, donde se relaciona el cultivo con
las lesiones microscépicas en los 54 animales de la zAP, se observa que 38
(70,37%) casos fueron positivos al cultivo por lo que deberian considerarse como
verdaderos positivos (OIE, 2008). Es necesario indicar, como se presenta en la
misma tabla, que dentro de los 38 en los que se aislaron micobacterias, hubo dos
animales que no tuvieron lesiones microscépicas.

Si en lugar de considerar como prueba de oro al cultivo bacteriano se hace
solamente con las lesiones microscopicas, se observa que de las 54 cabras
evaluadas en zAP, 45 (83,34%) presentaron alteraciones histoldgicas compatibles,
las que deberian ser consideradas también como verdaderas positivas. Hubo 9
animales (dentro de los 45) que fueron negativos a los cultivos, pero presentaron
lesiones microscopicas granulomatosas compatibles con tuberculosis.

Finalmente, y tomando ambas técnicas para determinar la prueba de oro
alternativa, los resultados arrojaron que de los 54 animales de la zAP, 47 (87,04%)
deben ser considerados como verdaderos positivos o animales infectados (Al) ya
que ese fue el resultado de, al menos, una de las técnicas (36 a ambas pruebas, 2
solamente al cultivo y 9 Unicamente a la histopatologia). Los otros 7 (12,96%) fueron
negativos a ambas técnicas por lo que se clasificaron como verdaderos negativos o

animales no infectados (ANI).
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Trasladando el mismo razonamiento para categorizar la condicién sanitaria en
los animales de la zBP, de los 68 (100%), ninguno presentd cultivo positivo ni
lesiones microscoépicas, por lo tanto todos fueron considerarlos como verdaderos
negativos o animales no infectados (ANI).

Una vez categorizados como infectados o no infectados en sus respectivas
zonas, el siguiente paso fue evaluar la técnica de IDR; se observé que los resultados
cambiaron marcadamente con la variacion de la prevalencia zonal. Norby y col.,
(2004) en bovinos, encontraron una diferencia similar, no obstante la observada en
las cabras en nuestro trabajo fue aun mas acentuada entre las areas.

Como se observa en la Tabla 2, en la zAP, de los 54 animales que
reaccionaron a la IDR, 47 (87.04%) fueron considerados Al. Debido a la estrategia
de muestreo no es posible calcular la SE de la IDR en esa zona, ya que inicialmente
todas las cabras seleccionadas eran positivas. Pero una informacién obtenida
importante es que el 87,04% de ellas presentaron lesiones microscépicas y/o
aislamiento de micobacterias. Esto estaria indicando que el valor predictivo positivo
para dicha técnica, en la zAP, fue elevado. Hallazgos similares observaron Quintas y
col., (2010) con un alto porcentaje de cabras positivas a la IDR, que presentaron
lesiones. Al igual que en nuestro caso, los animales provenian de campos infectados
y presentaban sintomas clinicos, mortandad y altos porcentajes de positivos a IDR.

Otros autores también encontraron esta relaciéon positiva; Crawshaw y col.,
(2008) en un brote de tuberculosis en cabras en Reino Unido, observaron lesiones
cavernosas en la mayoria de los animales IDR positivos, aislando M bovis SB0140
identico al identificado en nuestro trabajo.

Un porcentaje menor, observaron Acosta y col., (1993) cuando evaluaron un

establecimiento con animales naturalmente infectados encontrando lesiones en algo
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menos que el 50% de los animales IDR positivos. Estos autores proponen que la
variacion en la dosis infectante estaria determinando que algunos animales
presenten lesiones y otros no. Basados en este ultimo concepto, se considera que
en las zAP la exposicién a dosis infectante altas seria muy frecuente y ello se
justifica por la presencia de lesiones en la mayoria de los animales infectados como
se profundizara mas adelante.

Por los resultados hallados, y apoyados en los obtenidos por los autores
mencionados en parrafos anteriores, se deduce que en campos con problemas
importantes de tuberculosis y altas prevalencias, la asociacion entre los resultados
positivos de la IDR y la presencia o ausencia de lesiones microscopicas y/o el cultivo
bacteriano, es muy alta.

En reproducciones experimentales de la enfermedad los hallazgos fueron
similares a los casos de campo comentados anteriormente. Ramirez y col., (2003)
inocularon cabritos con M bovis; todos fueron positivos a la IDR y presentaron
lesiones, no asi el grupo no inoculado usado como control.

En el caso de los 7 (12,96%) animales restantes de la zAP (Tabla 2),
clasificados segun su condicion sanitaria como ANI se corresponderian con falsos
positivos a la IDR. En parrafos mas abajo, se discuten las posibles causas de este
tipo de presentacion.

Cuando se analizan los resultados de la relacion entre la IDR y la condicion
sanitaria en la zBP (Tabla 3), donde 27 (39,71%) cabras eran negativas y 41
(60,29%) positivas a la IDR, ninguna presentd cultivo positivo ni lesiones
microscoépicas y por lo tanto fueron clasificados como ANI. Esto determiné que la ES
de la IDR fuese del 100% ya que los 27 IDR(-) fueron verdaderos negativos o ANL.

El inconveniente que presentd esta prueba fue al evaluar los resultados positivos; de
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los 41 animales que resultaron IDR(+), todos fueron negativos a la prueba de oro
alternativa.

Estos ultimos resultados sefialan la dificultad de aplicar la IDR en las zonas
de baja prevalencia con caracteristicas epidemiologicas similares a las del presente
estudio, debido a que se estarian eliminando animales positivos a la tuberculina pero
sin lesiones tanto macroscdpicas como microscopicas y en los cuales no es posible
el aislamiento de micobacterias de sus tejidos.

Para Corner y col., (1990) una de las causas de encontrar reaccionantes a la
IDR sin lesiones visibles, es la ocurrencia de infecciones en momentos cercanos de
la faena de los animales. Esto determinaria que el tiempo infeccidn-observaciéon de
lesiones sea corto y no alcancen a manifestarse macroscépicamente. Con esta
informacion podriamos inferir que en nuestro estudio, esta la posibilidad que algunos
de los animales fueron eutanasiados antes que se desarrollen los granulomas
tipicos; no obstante esta inferencia solo se deberia hacer para aquellos animales de
la zZAP que es en los unicos que se encontraron lesiones.

Otra posibilidad que plantean algunos autores es que se realice la faena a
corta edad lo que llevaria a no tener el tiempo suficiente para que se expresen las
lesiones (Jubb y col.,, 2007; Thoen, 1995); en nuestro trabajo los animales
estudiados eran casi en su totalidad adultos por lo tanto la edad no seria un factor
importante para no encontrar lesiones en las necropsias.

Otra hipbtesis que se puede desarrollar, también relacionada con la ausencia
de lesiones, es que las mismas desaparecieron pero se mantuvo la respuesta
inmune. Este planteo ya lo inicié Lucke, (1954) en los cerdos y también es aceptado
por Pollock y Neill, (2002) y Corner, (1994) en bovinos, quienes consideran que

existe un porcentaje de error en la prueba tuberculinica debido a la sensibilidad

90




Evaluacion de técnicas diagndsticas en tuberculosis caprina en dreas con alta y baja prevalencia de la region central de la
Republica Argentina

residual de las lesiones tuberculosas curadas. En el presente estudio, esta
posibilidad podria ser aceptada para los casos de aquellos animales IDR+ y sin
lesiones de la zAP. Pero no seria adecuada para justificar todos los casos en la zBP
ya gque seria muy poco probable que en los 41 animales IDR+ hayan desaparecido
las lesiones macroscoépicas y que no queden indicios de antiguas lesiones.

Algunos investigadores plantean una alternativa que podria concordar con
nuestras observaciones en la zBP; segun Gardner y Hird, (1989) la aparicion
esporadica de la enfermedad estaria dada por una inconstante exposicion a una
fuente comin medioambiental, siendo ademas baja la contaminacién en ese habitat.
Si bien esta conclusién es realizada por estos autores al estudiar la tuberculosis en
los porcinos, también la describen Pollock y Neill, (2002) en bovinos expuestos a
ambientes escasamente contaminados que sensibilizan a los animales resultando
positivos a la prueba de IDR sin encontrar lesiones.

Otro aporte valioso puede considerarse los resultados obtenidos por Ramirez
y col., (2003) quienes inocularon cabritos con una dosis de 500 ufc M bovis
(considerada por ellos como baja) y al tercer mes solamente hallaron lesiones
pequefias sin generalizacion temprana; se podria pensar que la dosis infectante en
las zBP podria ser aun mas baja lo que llevaria a no encontrar lesiones y que los
animales resulten positivos a la IDR. Por otro lado estas dosis reducidas,
determinarian una baja prevalencia general, donde los animales abortan la
enfermedad o se recuperan de ella provocando que no aparezcan lesiones
macroscopicas ni microscopicas, permaneciendo asi solamente la respuesta inmune
de tipo celular.

Estas apreciaciones se refuerzan con un analisis desde el punto de vista

inmunoldgico planteado por Tizard, (2000) el cual sostiene que la estimulacion del
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sistema inmune por las micobacterias y la larga vida de los linfocitos T de memoria,
son los responsables de desencadenar y mantener la reaccion de hipersensibilidad
tipo IV durante toda la existencia del animal, permitiendo que una vez que entré en
contacto con alguna micobacteria, reaccione positivamente a la IDR por varios afios
sin la necesidad de llegar a presentar lesiones macroscépicas ni aun mantener la
infeccién durante toda su vida.

Pensar en una respuesta cruzada al DPP bovino debido a la presencia de
micobacterias atipicas es posible. Acosta y col., (1993) y Arellano Reynoso y col.,
(1999) identificaron diferentes micobacterias de este grupo en cabras. Si bien esto
podria haber sucedido, posiblemente deberiamos haber obtenido crecimiento de las
mismas en alguno de los dos medios de cultivo durante el procesamiento de los
organos y tejidos que pertenecian a los animales IDR positivos de las zBP. No
obstante las bacterias de este grupo son menos patdégenas y generalmente
producen infeccidon pero no lesiones; ello se traduce en una dificultad real cuando se
intenta aislar micobacterias a partir de tejidos que no presentan patologias. Seria
importante, para ayudar a aclarar esta problematica, la busqueda de micobacterias
atipicas a partir de otras muestras como ser hisopado nasales en esas cabras con
IDR positivas (Neill y col., 1998).

Bezos y col., (2012) observaron interferencia en el diagnéstico, utilizando la
IDR, en campos libres de TBC donde las cabras se vacunaban contra
paratuberculosis y también en aquellos con animales infectados por
Corynebacterium pseudotuberculosis. En nuestro caso la primera opciéon se debe
descartar ya que en Argentina no se vacuna ninguna especie animal contra esa
enfermedad. Y con respecto a la infeccion con C. pseudotuberculosis, si bien no se

realizaron pruebas diagndsticas para determinar su presencia, en ningin animal
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examinado se observaron lesiones macroscopicas compatibles que hicieran
sospechar su presencia.

Como puede observarse son varias las razones por las cuales no se
encuentran lesiones en animales positivos a la IDR y no tendriamos todos los
fundamentos tedricos ni practicos para aseverar cual fue la causa determinante de
estos resultados fundamentalmente en aquellos pertenecientes a las zBP.

Se considera necesario realizar el siguiente comentario en referencia a los
resultados de la IDR. Se observd una gran variacion en el tipo de reacciones
encontradas en el lugar de inoculacién entre los animales de ambas zonas. Mientras
que en la zAP las reacciones positivas se presentaban firmes, de gran tamario,
generalmente mayores de 15 mm con algunas que sobrepasaban los 30 mm vy la
mayoria calientes al tacto (Figura 6), en las zBP las mismas se caracterizaron casi
todas por ser de pequefio espesor, con diferencias entre las mediciones
preinoculacion y postinoculacion menores de 10 mm promediando los 6-7 mm. En
muchas de ellas la induracién observada en el pliegue fue poco notoria.

Esta diferencia observada en el tipo de reacciones de la prueba tuberculinica,
podria estar explicando que los animales de las zAP tienen un contacto mas
frecuente con las micobacterias y una dosis infectante mayor, debido a la presencia
de muchos animales infectados, con lesiones y sintomatologia que contagian y
contaminan el ambiente; esta razén llevaria a desarrollar principalmente una
respuesta de tipo celular exacerbada y también respuesta humoral sobre todo en
aquellos animales con infeccion mas crénica (Aranaz, 2013).

A diferencia, en las zBP existiria una menor cantidad de micobacterias en el
ambiente y en los animales portadores, y con ello mayor dificultad para la

transmision y el desarrollo de la enfermedad, lo que llevaria a encontrar solamente
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una respuesta inmune de tipo celular débil con reacciones poco evidentes a la
prueba tuberculinica.

Otro de los objetivos fue evaluar pruebas que miden inmunidad de tipo
humoral como son dos ELISAs comerciales (ELISA BIONOTE y ELISA IDEXX) y
una técnica inmunocromatografica rapida (TR Anigen).

En el caso del ELISA BIONOTE para la zAP, asumiendo que el muestreo no
fue al azar y que la técnica se comportaria similar si hubiese animales IDR negativos
en esa zona, de 29 Al, 11 resultaron positivos. Por ello se puede decir que la SE de
la técnica fue del 37,93%. Los otros 18 animales la prueba los clasificé como
negativos; esto indica que el 62,07% de las cabras evaluadas resultaron ser falsas
negativas. Valores superiores obtuvieron Gutierrez y col., (1998) utilizando una
tecnica de ELISA diferente a la del laboratorio BIONOTE, también en cabras
naturalmente infectadas; sus resultados indicaron una SE de 54,9%. En ese trabajo
emplearon un ELISA con IgG anticaprina y en cambio el elaborado por el laboratorio
BIONOTE utiliza 1gG antibovino. Esta podria ser una explicacion a la diferencia de
SE encontrada. Por otro lado el valor del |.C. de nuestro trabajo incluye el porcentaje
encontrado por esos autores y tanto el numero de animales como la seleccion de
IDR positivos pueden modificar los resultados.

Buendia y col., (2013) también observaron una SE mas elevada llegando al
66,3% para una prueba de ELISA desarrollada a partir del antigeno MPB-70. No
obstante, en esos animales, habia como antecedentes varias pruebas de IDR lo que
esta comprobado aumenta la respuesta humoral que miden las pruebas de ELISA
(Gutierrez y col., 1998). En nuestro caso ninguna cabra tuvo mas de una prueba de
IDR ni se tomaron muestras de sangre antes de los 90 dias posteriores a la IDR, por

lo tanto el efecto booster de las repeticiones del DPP bovino debe ser descartado.
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En la zBP los 42 ANI examinados fueron negativos al ELISA BIONOTE por lo
gue podemos decir que en esa situacion epidemioldgica la ES de la técnica fue del
100%.

Cuando se utilizé la técnica ELISA de IDEXX los resultados fueron diferentes
a las otras pruebas serologicas en la zAP. De los 29 Al el 100% se clasificaron como
negativos. Cuando esta misma prueba se aplicd en las cabras de la zBP, de los 42
ANI todos fueron negativos.

Debido a los resultados obtenidos en la zAP, donde las otras dos pruebas
serol6gicas arrojaron resultados positivos en algunos animales infectados y tuvieron
cierta concordancia entre ellas, como se vera mas adelante, y sumado a la
indicacion de los fabricantes de no ser una técnica adecuada para otra especie
animal que no sea los bovinos, a este kit no lo consideramos en el analisis global de
las pruebas. Es necesario comentar que esta técnica de ELISA indirecto, utiliza
como anticuerpo secundario un conjugado con IgG antibovino y no 1gG anticaprino
como seria apropiado en el diagnodstico para las cabras. La decision de evaluar el
meétodo de IDEXX respondia a dos razones fundamentales: 1) tener una experiencia
sobre esta especie ya que no se cuenta en el pais, ni en toda la bibliografia
internacional consultada, con datos semejantes y 2) con ello dar respuesta concreta
a las consultas reiteradas de médicos veterinarios que querian aplicar la técnica a
cabras en situaciones problematicas donde se hace muy dificultoso el diagnostico de
rutina de la IDR.

Otra técnica serologica que se relacioné con la condicion sanitaria fue la TR
Anigen. Los resultados (Tabla 4), muestran que en las zAP de los 37 Al, el TR

Anigen califico como positivos a 10 de ellos dando una SE del 27,03%. En los 27
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(72,97%) restantes, el resultado fue negativo, lo que indicaria una elevada
proporcién de falsos negativos basados en la prueba de oro alternativa.

Como también se observa en la Tabla 4, los 7 (100%) ANI, fueron negativos a
la TR Anigen. Ello indica que la técnica no arrojé ningun animal como falso positivo
en la zAP. Sin embargo, y debido al tamafio muestreal, los valores podrian ser
inferiores.

Estos resultados se modificaron en las zBP donde de las 38 cabras
verdaderas negativas, solamente una (2,63%) resulté positiva. Por ello podriamos
decir que la ES de la TR Anigen fue elevada (97,37%) por lo tanto es muy bajo el
porcentaje de animales falsos positivos que se eliminarian del hato al usar esta
técnica en zonas con prevalencias bajas.

Al momento no se encontraron publicaciones sobre resultados del uso de la
TR Anigen en caprinos, por lo tanto se refuerza aun mas la importancia de nuestra
experiencia. Los datos de SE y ES estan basados en trabajos sobre bovinos. En
todos los casos la SE fue mayor a la que obtuvimos en las cabras. Whelan y col.,
(2008) encontraron valores que oscilaron al 83% de SE y ES. El-Mahrouk y El-
Balawy, (2010), hallaron porcentajes del 81,9% de SE especialmente en aquellos
bovinos que presentaron lesiones.

Finalmente Danbirni y col., (2009) indicaron un 62% de SE, no hallando
lesiones macroscopicas en los bovinos faenados; pero no seria adecuado
interpretar, como hicieron los autores, que esos animales estarian en una etapa
inicial de la infeccién por no encontrar lesiones en ninguno de ellos, debido a que la

inmunidad humoral se hace mas marcada al final de la enfermedad especialmente

cuando los animales presentan lesiones generalizadas.
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De acuerdo a nuestros resultados, se podria generalizar que el uso de las
técnicas que miden inmunidad humoral (ELISA BIONOTE y TR Anigen), fue
favorable para clasificar como negativos a un muy alto porcentaje de ANI en zBP ya
que presentaron alta ES en esa area; esto determinaria una escasa eliminacion de
animales falsos positivos. El inconveniente que mostraron fue la baja SE en las zAP
clasificando como positivos a un bajo numero de Al. Esto ultimo llevaria a eliminar
un porcentaje muy bajo de animales infectados, quedando en el establecimiento
muchos enfermos y eso permitiria que se siga transmitiendo la enfermedad siendo
muy largo, costoso y dificil el saneamiento.

Otros de los resultados que se relacionaron fueron la presencia de lesiones
macroscopicas segln la condicion sanitaria. La informaciéon generada es de utilidad
para predecir el porcentaje de Al que presentarian alguna patologia compatible.
Como se observa en la Tabla 5, para la zAP, de los 47 animales que fueron
positivos a la prueba de oro alternativa, 44 (93,62%) presentaron al menos una
lesidbn macroscoépica. Ese porcentaje, que podriamos considerarlo como muy alto, se
puede explicar fundamentalmente por la especie y tipo de micobacteria actuante y
por la dosis infectante. M. bovis ha sido la especie mas usualmente aislada de casos
de campo (Bernabé y col., 1991a; Crawshaw, y col., 2008; Quintas y col., 2010;
Ramirez y col., 2003; Johnson y col., 2007; Gonzalez Jaurrero y col., 2013), que,
junto con M. caprae, es uno de los principales patégenos en los caprinos (Rodriguez
y col., 2011). Como veremos mas adelante todos los aislamientos de nuestro trabajo
se correspondieron con M. bovis.

Con respecto a la dosis infectante hay algunas contradicciones entre autores.
Johson y col., (2007), con dosis tan bajas como 1ufc de M. bovis lograron reproducir

lesiones en nddulos linfaticos respiratorios y en pulmones; no obstante Ramirez y
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col., (2003) necesitaron inocular 500 ufc de la misma bacteria en cabritos y solo
observaron pequefias lesiones a los 3 meses pos desafio. Posiblemente estos
ultimos si hubiesen dejado transcurrir mas tiempo hubiesen encontrado lesiones mas
extensas.

Gonzalez Jaurrero y col., (2013) inocularon intratraquealmente cabras con
dosis de 1.300 ufc de M. bovis sin encontrar lesiones visibles pasadas las 8
semanas pos inoculacion; diferente fue cuando inocularon con 73.000 ufc, en ese
caso todos los animales manifestaron alteraciones en pulmones y en nodulos
linfaticos mediastinicos.

Por toda esta informacién aportada, podriamos presuponer que las cabras
que tuvieron lesiones en nuestro estudio, deberian haberse infectado con cargas
altas de micobacterias, ya que las patologias se presentaron de mayor tamafo que
las descriptas por los otros autores, y en muchos casos no solamente en sistema
respiratorio sino en otros érganos.

Aunque no fue el objetivo del presente estudio clasificar los diferentes tipos de
lesiones encontradas, es relevante detallar que varios animales presentaron
cavernas pulmonares, que son consideradas de alta eliminacion de micobacterias y
que favorecen la transmision de la enfermedad de un animal a otro (Crawshaw y
col., 2008; Dannenberg, 2009).

Hay que recordar que si bien en la zAP solo se necropsiaron animales
positivos a la IDR y esto seguramente aumento la posibilidad de encontrar lesiones
en las cabras estudiadas, el porcentaje tan elevado estaria indicando que en esta
zona el contagio con M. bovis seria muy importante.

Por nuestra experiencia y la de otros autores, donde se observa que la

mayoria de las lesiones se ubican en vias respiratorias y que es frecuente la
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eliminacion de micobacterias por esa via, se considera que el corral de encierre
nocturno es el momento de mayor riesgo de contagio debido al contacto mas directo
y estrecho entre los animales (Magnano y col., 2010; Deresa y col., 2013).

Continuando con la Tabla 5, tres cabras infectadas, fueron positivas al cultivo
y no tuvieron patologias macroscépicas observables. En estos casos, como describe
Gonzalez Jaurrero y col., (2013) es posible una baja dosis infectante, o fue
insuficiente el tiempo que transcurrié entre la infeccion y la necropsia para el
desarrollo de lesiones que puedan visualizarse.

Y como un resultado esperado, los 7 animales que no estaban infectados, no
presentaron lesiones macroscopicas (Tabla 5).

Al relacionar los resultados de los hallazgos macroscoépicos con la condicion
sanitaria pero en la zBP, hubo 5 caprinos que presentaron patologias similares a
tuberculosis. Pero cuando fueron examinadas microscopicamente, ninguna de ellas
se correspondi® con lesiones de tipo granulomatosas. Cuatro fueron
histoléogicamente compatibles con infeccion parasitaria (tres en ganglios
mediastinicos y una en pulmén) y en la quinta se diagndstico una lesion neoplasica
hepatica. Todas estas lesiones macroscépicas son incluidas en el diagnostico
diferencial ya que comparten algunas caracteristicas patoldgicas con las lesiones
granulomatosas y se requiere el aporte de la histopatologia para llegar a una
clasificacion correcta de cada una (Cotran y col., 2000; Jubb y col., 2007).

Otro de los objetivos planteados fue analizar la relacion entre la IDR y las
pruebas que miden inmunidad humoral de ELISA BIONOTE y TR Anigen en ambas
zonas. Como se observa en la Tabla 6, para la zAP, donde todos los animales eran
reaccionantes a la IDR, el 37,93% y el 22,73% fueron positivos para ELISA

BIONOTE y TR Anigen respectivamente. Si bien no hubo diferencia
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estadisticamente significativa, el kit de ELISA BIONOTE demostré cierta tendencia a
identificar una mayor proporciéon de animales IDR positivos, por lo que se podria
sugerir el uso de esta técnica de ELISA para utilizar en las zAP.

En el caso de las zBP (Tabla 7) se encontré una asociacién significativa entre
los resultados negativos de la IDR y del ELISA BIONOTE (100%) y levemente menor
con el TR Anigen (94,74%) donde un solo animal fue positivo a esta ultima.

La diferencia se observa cuando se comparan los resultados positivos de la
IDR en esta zona. En este caso no se observa ninguna asociacion ya que ningun
animal reaccionante a la IDR fue positivo a las otras técnicas. Si se considera que
ambas técnicas serolégicas miden inmunidad de tipo humoral y la IDR inmunidad de
tipo celular, se podria presuponer, como eje mas importante, que los animales
examinados presentaban en ese momento solamente inmunidad de tipo celular.

Las diferencias entre los resultados a las diferentes técnicas en ambas zonas
podrian explicarse, de acuerdo a lo expresado por algunos autores (de la Rua y
Domenech, 2006; Aranaz, 2013), por los cambios que ocurren con la respuesta
inmune a lo largo de la infeccidn y a caracteristicas propias de las pruebas
diagnosticas.

Es necesario mencionar que en informacion aportada por el laboratorio
fabricante, al comparar ELISA BIONOTE con IDR en bovinos, obtuvieron SE del
88,1%. Si bien ese dato es muy superior al obtenido en nuestro trabajo, se
considera que debido a los diferentes especies animales utilizadas, no nos parece
oportuno comparar los resultados.

Otro de los puntos que se analizd, fue el acuerdo entre los resultados de las
dos técnicas seroldgicas ELISA BIONOTE y TR Anigen. Como se observa en la

Tabla 8, para la zAP, un 75% de los animales (18 de 24) compartieron el mismo
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resultado; en 4 casos fueron positivos a las dos pruebas y en 14 negativos a ambas.
Podriamos decir que existié una buena relacién entre ellas.

Cuando se compararon estas técnicas en la zBP (Tabla 9), el 97,30% de los
37 animales evaluados fueron negativos para ambos métodos, lo que indicé que en
esta regién la asociacién fue aun mayor.

Consideramos que con prevalencias bajas, cualquiera de estos Kit
comerciales seria de utilidad y la decisién de usar uno u otro pasaria mas por
cuestiones operativas y econdémicas que por la seguridad de sus resultados, ya que
como se puede observar el porcentaje de falsos positivos fue 0% para ELISA
BIONOTE y muy bajo (2,70%) para TR Anigen.

Como se ha indicado anteriormente, no se encontraron trabajos en la
bibliografia mundial sobre la aplicacion de estos kit en caprinos, ello nos dificulta la
comparacién con otros autores.

Se podria destacar, como dato alentador, que ambas técnicas tuvieron
resultados similares, tanto positivos como negativos, en [a evaluacidn de la
inmunidad humoral.

También se investigd la relacion entre las pruebas de ELISA BIONOTE y TR
Anigen con la distribucion de las lesiones macroscoépicas y fundamentalmente con la
presencia o ausencia de lesiones cavernosas en pulmén. Hay autores (Buendia y
col., 2013) que encontraron mayor positividad a una técnica de ELISA a medida que
aumentaba la distribucién de las lesiones, llegando a obtener una SE del 66,3% en
cabras con lesiones cavernosas pulmonares. Si bien en nuestro caso el numero de
animales analizados no fue elevado, buscamos obtener alguna referencia que nos
permita aun mas justificar la decisidén de aplicar o no estas técnicas en campos con

problemas. Como se observa en la Tabla 10 cuando las lesiones se ubicaron
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Gnicamente en sistema respiratorio (1), 4 de 17 (23,53%) fueron positivas a ELISA
BIONOTE y 8 de 31 (21,81%) a TR Anigen, Si la tuberculosis se presentaba con una
distribucién generalizada (Il), 2 de 5 (20%) y 0 de 6 (0%) fueron positivos a cada
técnica respectivamente.

Si se asocian los animales del grupo lll y IV que son los que presentaron
lesiones cavernosas con o sin lesiones generalizadas, encontramos un aumento en
los porcentajes ya que 4 de 6 (66%) y 2 de 5 (40%) dieron resultado positivos a
ELISA BIONOTE y TR Anigen respectivamente.

Uno de los inconvenientes demostrados con estos hallazgos, y que tiene
fuerte implicancia epidemiolégica, es que animales con lesiones cavernosas fueron
negativos a las pruebas, los cuales quedan en el campo vy elio facilita la transmisién
de la enfermedad debido a que, con el mismo concepto que plantean Nieberle y
Cohrs, (1966) y Dannemberg, (2009), ante esa presentacion patoldégica es cuando
mas microorganismos son liberados al medio ambiente.

Dentro de los diagnosticos bacteriologicos, se aplicaron el cultivo de
micobacterias y la tincion de Z-N previa a la siembra. Cuando se evalta en qué
medio hubo mayor crecimiento de micobacterias, se observa que el 100%
desarrollaron en medio de Stonebrink y solamente el 23,68% Io hicieron en
Léwenstein-Jensen. Estos resultados refuerzan la capacidad de multiplicacion que
tiene M. bovis en Stonebrink comparado con Ldwenstein-Jensen. Por lo tanto, y
confirmando lo expresado por Jorge y col., (2005) nunca debe usarse este Ultimo
como medio unico para el cultivo si se sospecha de la presencia de M. bovis ya que
existe una alta posibilidad de dar resultados falsos negativos.

La tincion de Z-N presiembra es una alternativa diagnostica que ayuda, en

cierto modo, a predecir el resultado de los cultivos bacterianos, ya que se colorea
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parte del material procesado y decontaminado, que seguidamente se va a depositar
en los tubos con los medios de cultivo. La SE observada fue baja ya que solo 10
(26,32%) muestras fueron positivas. Por lo tanto un resultado negativo presiembra
no fue un indicador seguro de la ausencia de micobacterias en la muestra.

Con respecto a la zBP, hubo una muestra (1,47%) de las 68 que presento
BAAR presiembra. A partir de ella no hubo crecimiento en ninguno de los medios de
cultivo. Ese animal contaba con el antecedente de haber dado positivo a la prueba
de IDR y no presentar lesiones macroscopicas ni microscopicas, por lo tanto se
correspondié como no infectado. La explicacion para la presencia de BAAR en esa
muestra, se podria relacionar con algin otro agente no micobacteriano que sea
capaz de tefirse con Z-N como pueden ser Nocardias, Corynebacterias, entre otras
(Velasco y col., 2008).

También se estudio el resultado de los cultivos segln la presencia de lesiones
macroscopicas, lo que permite determinar el porcentaje de recuperacion de
micobacterias a partir de tejidos. Cuando se relacion6 la presencia de lesiones con
cultivos positivos, hubo coincidencia en el 73,47% de los casos. Este valor lo
consideramos alto al compararlo con otros autores que han estudiado esta relacion
en bovinos, Varello y col., (2008) obtuvo el 70%, Estrada y col., (2004) el 52% y
Morales y col., (2005) el 22%. Al menos dos de las razones, indicadas por Gormley y
col.; (2014) que determinan una mejor relacion entre lesiones y aislamiento y que
podrian justificar nuestros resultados, serian la capacidad del personal técnico en
clasificar correctamente las lesiones macroscoépicas compatibles diferenciandolas de
otras patologias similares y la utilizacién en el laboratorio de técnicas de aislamiento
estandarizadas con un control severo de todas las etapas desde la preparacion de

los medios de cultivo, la decontaminacién de las muestras, la siembra y el posterior
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seguimiento hasta la recuperacion final de las colonias para su identificacion por
biologia molecular.

Por otro lado hubo un muy bajo porcentaje (2,74%) de aislamientos a partir de
tejidos sin lesiones macroscopicas. Como se ha discutido anteriormente con los
hallazgos de Gonzalez Jaurrero y col., (2013) esto es posible principalmente por una
baja dosis infectante o por insuficiente tiempo entre infeccion y necropsia que no
permitid el desarrollo de lesiones evidentes.

El presente trabajo, de tipificacidn de micobacterias aisladas en caprinos por
medio de biologia molecular, es el primero que se realiza en el pais con un nimero
elevado de especimenes (n= 36). Todas ellas fueron identificadas como M. bovis.
Martinez Vivot y col., (1997) en Argentina aislaron M. bovis en una cabra que
compartia el ambiente con bovinos tuberculosos. Otros autores, Daniel y col., (2009)
Crawshan y col., (2008) también identificaron esa micobacteria en brotes con
presentacion clinica y epidemioldgica similares a los encontrados en nuestro estudio.

Con respecto al spoligotipo de los M. bovis identificados, todos se
correspondieron con SB0140. El mismo ha sido descripto como el mas prevalente en
bovinos de Argentina y de paises que tuvieron historia de relaciones comerciales
con Reino Unido. Zumarraga y col., (2013) lo obtuvieron del 24,6% de las muestras
en diferentes especies animales pertenecientes a varios paises de Latinoamerica.
En la provincia de Coérdoba el 55,4% de los aislamientos en lesiones de bovinos
pertenecieron a ese spoligotipo (Macias y col., 2010).

En los casos publicados por Martinez Vivot y col.,, (1997), Daniel y col.,
(2009), Crawshan y col., (2008) estuvo involucrado M. bovis SB0140. Sumado a
nuestros resultados, llevaria a presuponer que al menos ese spoligotipo seria de alta

virulencia en las cabras.
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La presencia de un solo spoligotipo podria ser explicada, entre otros, por el
numero bajo de cepas aisladas vy tipificadas en nuestro trabajo; por una poblacién
caprina bastante cerrada donde son muy pocos los movimientos de animales hacia
regiones diferentes del pais ya que en las zonas estudiadas los productores solo
intercambian los machos con los vecinos o por el escaso contacto con bovinos que
podrian transmitir otros spoligotipos; esto ultimo es debido a que en casi todos esos
establecimientos no habia bovinos ya que las condiciones ambientales
especialmente las pocas lluvias, determinan una escasa produccion vegetal que
hace casi imposible la cria de vacunos.

Seria de mucha importancia continuar con investigaciones tendientes a
observar la presencia de tuberculosis bovina de esa regién o de aquellas que
movilizan bovinos a las zonas problemas, y mediante la aplicacién de técnicas
moleculares como VNTR, comparar los aislamientos de M. bovis que nos permitan
realizar un estudio epidemiolégico entre las cepas. Martinez Vivot y col., (1997),
Zanardi y col., (2013), Napp y col., (2013) mediante la aplicacién de estas técnicas

lograron explicar como se trasmitié la enfermedad entre bovinos y caprinos.
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CONCLUSIONES

Debido a que en la zAP los animales que fueron positivos a la IDR en su
mayoria presentaron lesiones y aislamiento de micobacterias, no asi las pruebas
serolégicas que dejaban muchos animales falsos negativos, la IDR para el
diagnostico in vivo seria la técnica recomendable en esas situaciones
epidemiologicas.

Por otro lado en la zBP las técnicas serolégicas demostraron un alto valor
predictivo negativo comparadas con la IDR, lo que hace mas indicado su uso.

Se debe tener en cuenta que positividad a la reaccién tuberculinica no es
sinénimo de enfermedad, por ello consideramos que para determinar un hato
caprino infectado se deberian evaluar otros factores tales como antecedentes
clinicos y epidemioldgicos, tamafio de las reacciones, presencia de lesiones
compatibles y/o aislamiento de micobacterias.

Como futuras lineas de estudio que consideramos importante profundizar se
pueden destacar:

*Continuar y profundizar las investigaciones sobre la presente tematica con un
mayor nimero de muestras que permitan reforzar los resultados obtenidos

*Iniciar estudios conjuntos con integrantes de los sistemas de salud en
humanos, tanto oficiales como privados, para conocer la implicancia de esta
zoonosis a partir de los caprinos y prevenir la transmision de la enfermedad a todas
aquellas personas en riesgo

*Conocer la realidad de la tuberculosis en otras especies animales que
comparten habitat con los caprinos, especialmente en los bovinos

*Evaluar la presencia en el ambiente de micobacterias patogenas y

ambientales que influyen en los resultados de las técnicas diagnoésticas
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Si bien los resultados aqui presentados no se pueden trasladar linealmente a
toda la poblacién caprina, constituyen un valioso aporte al conocimiento de la

tuberculosis en esa especie considerando lo incipiente del tema en nuestro pais.
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