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Resumen

La tuberculosis bovina, causada por Mycobacterium bovis (M. bovis), es endémica en
la Argentina. Su presencia en el ganado bovino representa un riesgo para la salud
humana debido a su caracter zoonético, pudiendo ademas afectar a diversos
mamiferos. En el hombre, M. bovis causa enfermedad con presentacion pulmonar o
extrapulmonar siendo la clinica indistinguible de la producida por Mycobacterium
tuberculosis. Los mas expuestos son los nifios que consumen leche o sus derivados
sin pasteurizar, los adultos relacionados con la actividad laboral pecuaria y también los
cazadores. Para evitar la llegada del agente al consumidor, una de las Ultimas barreras
de proteccién es la inspeccion bromatolégica en el frigorifico para poder detectar
lesiones compatibles con tuberculosis y decomisar los érganos afectados y si esta
generalizado la res completa. Se realiza visualmente y por palpacién, pero debido a la
patogenia de la tuberculosis, sélo las lesiones crénicas pueden ser evidenciadas por
este monitoreo. La micobacteria puede estar presente incluso en tejidos sin lesién
aparente, siendo los principales 6rganos afectados los linfonédulos y los pulmones,
pudiéndose encontrar en otros 6rganos parenquimatosos como el higado. Esto puede
conducir a escapes del sistema de vigilancia permitiendo que las micobacterias
lleguen a los comercios y posteriormente al consumidor.

En este trabajo fueron recolectados 210 pulmones junto con los linfonddulos
correspondientes y 6 higados bovinos, provenientes de un frigorifico y de 6 carnicerias
de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires y de la provincia de Buenos Aires. Los
pulmones recolectados en el frigorifico fueron inspeccionados in situ y se tomaron
muestras del érgano para el trabajo en el laboratorio. Los pulmones e higados que
fueron comprados completos en carnicerias y fueron inspeccionados en el laboratorio.
Se obtuvieron un total de 5 aislamientos de M. bovis en medio Stonebrink confirmados
por PCR [S-6110 (aislamientos N° 134, 719, 179, 182 y 184) y ademas 12
aislamientos de micobacterias no tuberculosas confirmadas por la secuenciacion de
los genes hsp65, rpoB, 16S ARNr y secuenciaciéon genémica de alto rendimiento para
uno de ellos. Los aislamientos de M. bovis fueron caracterizados molecularmente por
Spoligotyping y MIRU-VNTR. Se pudieron distinguir 3 patrones de Spoligotyping que
se correspondieron con 3 patrones de MIRU-VNTR, 3 aislamientos compartieron
ambos patrones y los otros 2 fueron Unicos. Adicionalmente, se investigé en 3 de los
aislamientos su capacidad de resistencia a drogas utilizadas en el tratamiento de la
tuberculosis en humanos (rifampicina, isoniazida, etionamida, levofloxacina y
estreptomicina), encontrandose que el aislamiento 184 era resistente a isoniazida y el

aislamiento 134 era multirresistente (presentando resistencia a los 4 antibiéticos
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probados y considerado “border” para levofloxacina). Se realiz6 la secuenciacion
completa del genoma de uno de los aislamientos identificado como M. kansasii
empleando una plataforma Illlumina mySeq. El genoma fue anotado y se describié sus
caracteristicas asi como también se evalué la presencia de single nucleotide
polymorphism (SNPs) en genes de virulencia y genes relacionados a la resistencia a
antibiéticos y codificantes de antigenos empleados para el diagnostico de tuberculosis.
Se evalud la virulencia y transmisibilidad de los aislamientos N° 134 y 182 junto con
una cepa de referencia M. bovis AN5 (considerada de virulencia intermedia), en un
modelo murino. Los animales fueron inoculados intratraquealmente, con 1x10° UFC de
cada una de las cepas a evaluar, y dichos animales se pusieron en contacto con
ratones sin inocular en una relacion 1:1. Se evalud la virulencia en los animales
inoculados, mientras que en los contactos sanos, se evalué la transmisibilidad de las
cepas. Se realiz6 la eutanasia de 5 animales infectados y 5 animales contactos sanos
de cada grupo, en los tiempos 30, 60 y 90 dias post-inoculaciéon. Se cultivaron los
pulmones y bazos de todos los animales infectados y los contactos sanos en los
medios apropiados, evaluando su crecimiento semanalmente. Adicionalmente, los
bazos fueron procesados para cuantificar las citoquinas IL-4, TNF a e INFy por
citometria de flujo mediante el kit comercial Cytometric bead array. El aislamiento N°
134 demostré ser virulento por producir sintomatologia incompatible con la vida al dia
16 posterior a la inoculacion, produciendo la muerte de 9 animales, los 6 restantes
fueron eutanasiados. El aislamiento N° 182 generd esplenomegalia en los ratones
infectados, pero no se observo el desmejoramiento ni la muerte de los animales.
Ademas, se pudo describir la transmisibilidad del aislamiento 182, mediante el
aislamiento de la micobacteria a partir de bazo de uno de los animales “contacto”.

A partir del presente trabajo se pudo detectar la presencia de micobacterias tanto
zoon6ticas como ambientales en visceras comercializadas. La virulencia,
transmisibilidad y la resistencia a antibioticos de cada una de ellas fue variable,
requiriéndose de estudios futuros para una mejor comprensiéon del impacto de estas
observaciones en la dinamica de la enfermedad tanto en el &mbito veterinario como en

Salud publica.

Palabras clave: Mycobacterium bovis, spolygotyping, MIRU-VNTR, resistencia a
antibitticos, PCR.
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Abstract

Bovine tuberculosis, a disease caused by Mycobacterium bovis (M. bovis), is endemic
in Argentine. Its presence in cattle represents a risk to human health, due to its
zoonotic nature and can also affect various mammals. In human beings, M. bovis
causes disease with pulmonary or extrapulmonary presentation, being the clinical
manifestation undistinguishable from that produced by M. tuberculosis. The most
exposed are children who consume unpasteurized milk or its products, adults who
works with livestock and also hunters. To avoid the arrival of the agent to the
consumer, one of the main barriers of protection are the carcasses post-mortem
inspection at the slaughterhouse, to detect and confiscate organs with lesions
compatible with tuberculosis or even the hole animal. Inspection is performed visually
and by palpation of the bovine organ, but due to the pathogenesis of the
Mycobacterium, only the chronic lesions can be evidenced in this inspection. The
Mycobacterium might be present even in tissues without apparent lesion, being the
lymph nodes and the lungs, the most affected organs: Other parenchymal organs such
as the liver could also be affected. This can lead to escapes of the surveillance system
allowing the Mycobacteria to reach the stores and hence, arrive to the consumer.

In this study, 210 lungs along with the corresponding lymph nodes and 6 bovine livers
were collected, in one slaughterhouse and 6 butchers” shops in the city of Buenos
Aires and the great Buenos Aires area. The lungs collected in the slaughterhouse were
inspected in situ and small portions of them were taken. Complete lungs and livers that
were bought in butchers” shops and were then inspected in the laboratory.

A total of 5 isolates of M. bovis were obtained in Stonebrink medium and its identity
confirmed by PCR 1S-6110 (isolates number 134, 719, 179, 182 and 184). Additionally
12 non-tuberculous mycobacteria were isolated and confirmed by the sequencing of
the hsp65, rpoB and 16S rRNA genes. The isolates of M. bovis were molecularly
characterized by Spoligotyping and MIRU-VNTR. We could differentiate 3
Spoligotyping patterns that corresponded with the 3 patterns of MIRU-VNTR obtained.
Three isolates shared both patterns and the other 2 were unique. Additionally, drug
resistance to human treatment commonly used drugs (rifampicin, isoniazid,
ethionamide, levofloxacin and streptomycin) was investigated in all M. bovis isolates,
and it was found that isolate number 184 was resistant to isoniazid and isolate number
134 was multi-resistant (showing resistance to the 4 antibiotics tested and considered
"border" for levofloxacin). One non-tuberculous mycobacteria isolates from which good
quality DNA was obtained was completely sequenced (whole genome sequencing).

The genome was annotated and its characteristics were investigated as well as the
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presence of single nucleotide polymorphism (SNPSs) in virulence genes and genes
related to resistance to antibiotics and antigens used for diagnosis.

The virulence and transmissibility of isolates number 134 and 182 were evaluated
together with a reference strain M. bovis-AN5 (considered of intermediate virulence), in
an experimental assay in a mouse model. A total of 99 BALB/c female mice aged 5
weeks, were separated in 3 groups of 33 animals each. In turn, each group was divided
into 6 cages, the first cage with 3 animals and the remaining cages with 6 animals. All
animals in cage number 1 of each group and 3 from each of the remaining cages, were
intratracheally inoculated under sedation with isoflurane, with 1x10° CFU of each of the
strains to be evaluated, suspended in 100 yL of PBS, keeping the relationship between
inoculated animal and healthy contact 1:1. Virulence was evaluated in those animals
that were inoculated, while in the healthy contacts that were living with the infected
animals the transmissibility of the strains was investigated. Euthanasia of 5 infected
animals and 5 healthy contact animals of each group were performed at times 30, 60
and 90 days post-inoculation. The lungs and spleens of all infected animals and
healthy contacts were cultured. The cultures were grown at 37°C for up to 2 months,
with weekly evaluation of their growth. Spleens were further processed to measure the
cytokines IL-4, TNFa and INFy with the use of a commercial Cytometric bead array kit.
Strain number 134 showed to be virulent because it produced symptoms incompatible
with life on day 16 after inoculation, producing the death of 9 animals, the remaining 6
were euthanatized and processed. Strain number 182 generated spleen enlargement
in the infected mice, but it did not generate the iliness or death of any of them. The
transmissibility of strain 182 could be evidenced, due to the observation of the growth
of colonies from a spleen of a contact animal in the time of euthanasia 90 days after
inoculation.

It was possible to detect the presence of both, zoonotic and environmental
mycobacteria, in commercialized viscera. The virulence, transmissibility and drug-
resistance of the M. bovis strains was variable, requiring future studies for a better

understanding of the dynamics of the disease.

Key words: Mycobacterium bovis, spolygotyping, MIRU-VNTR, drug-resistance, PCR.
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Introduccion

Generalidades

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infectocontagiosa generalmente de
curso cronico causada por Mycobacterium bovis (M. bovis). Su hospedador principal
es el bovino, pero otras especies domésticas y silvestres también pueden ser
afectadas por esta micobacteria. Por su caracter zoon6tico, M. bovis afecta también al
hombre.

La TBB genera grandes pérdidas econdmicas, ya que muchos 6rganos y medias reses
son decomisados durante la inspeccion en playa de faena. Asimismo, a nivel
productivo, provoca disminucién de hasta un 6% en la fertilidad; disminucion de la
produccién lactea de las vacas en ordefie en un 6,25% (Magnano et al., 2016) pérdida
del 15% en promedio del peso normal del animal, disminuyendo la produccién de
carne; asimismo, produce el deterioro que produce en la inmunidad y lo hace
susceptible a otras enfermedades (SENASA, 2007).

La transmision de M. bovis entre el ganado bovino es principalmente por via
respiratoria (80-90%), seguida de la digestiva por la ingesta de leche (10-20%),
observada fundamentalmente en terneros que maman de vacas con mastitis
tuberculosa (SENASA, 2007; Phillips et al., 2003). La dosis infectiva por via
respiratoria, es significativamente menor respecto de la digestiva, en la que se
requieren millones de bacilos para establecer la infeccién (Phillips et al., 2003). Los
sistemas de produccién que favorecen el contacto entre el ganado, tales como el
engorde en corral, conocido también por su denominacién en inglés feedlot, y de
produccion lechera, generalmente tienen una prevalencia de la enfermedad mas alta
gue aquellos en los que el ganado pastorea en grandes extensiones. Esto puede
explicarse por el contacto estrecho y prolongado entre ganado infectado y susceptible
(Perez et al., 2002). La via de ingreso de la micobacteria definira el lugar de asiento de
las principales lesiones. Cuando es la respiratoria, se ven principalmente afectados los
pulmones, linfonédulos traqueobronquiales y mediastinicos. La micobacteria es
fagocitada por los macrofagos alveolares, estableciéndose la infeccion, siendo en esta
instancia en la que se forma el “complejo primario” (lesion inicial en el punto de
entrada de la micobacteria y en el linfonédulo satélite). EI mismo puede estabilizarse y
quedar limitado en ese Organo, permaneciendo contenido sin generalizarse, o0 ser
eliminado. Sin embargo, existe la posibilidad de diseminacion a 6rganos vecinos por
via canalicular, via linfatica o hematdgena. La diseminacion de la micobacteria puede
deberse a una generalizacion precoz o tardia, que llevara a la aparicion de distintas

lesiones granulomatosas en el bovino. El grado de diseminacién y la velocidad en la
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gue ocurra dependera del estado inmunolégico del bovino, generalizdndose mas
rapidamente en animales cuya inmunidad estad mas comprometida, dependiendo a su
vez de la dosis infectiva y de la virulencia de la micobacteria. Las lesiones
granulomatosas tipicas inicialmente son microscopicas y solamente visibles por
histopatologia, llegando a ser macroscépicamente visibles en tiempos de evolucion
mas avanzados (Cassidy et al., 2006; Domingo et al., 2014).

La enfermedad en un rodeo, en general, es clinicamente inaparente. Cuando se
manifiesta, los bovinos pueden exhibir pérdida de peso (hasta el estado de
consuncion), disminucion de la fertilidad y la produccién, signos de érgano (signologia
asociada al érgano afectado), tos y disnea (Cassidy et al., 2006; Domingo et al., 2014).

Caracteristicas de las micobacterias, taxonomia:

Taxondémicamente las micobacterias se clasifican en el orden Actinomycetales, dentro
de la familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium. Son bacilos cortos, aerobios,
inmoviles, no formadores de esporas y no flagelados (de Kantor, 1988). El género
Mycobacterium es uno de los mas antiguamente definidos, y con el que se habia
designado a un grupo de microorganismos que crecian formando una pelicula en
medio liquido (Rastogi et al., 2001). El esqueleto de la pared esta formado por dos
polimeros, un glicopéptido y un arabinogalactano, covalentemente unidos por puentes
fosfodiéster (Holt et al., 1994). Entre los lipidos se encuentran los acidos micdlicos,
acidos grasos de alto peso molecular, ramificados e hidroxilados, cuya produccion las
diferencia del resto de los microorganismos que integran el orden (Rastogi et al.,
2001). Una de las propiedades mas distintivas de este género es la coloracién de
Ziehl-Nielsen, ya que una vez gque los acidos micdlicos fijan al colorante (fucsina
basica fenolada), resisten la decoloracién con acido-alcohol. Por esta caracteristica se
los denomina bacilos &cido-alcohol resistentes (BAAR) (Holt et al., 1994). M. bovis,
junto con M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. bovis subsp. caprae, M. africanum, M.
microti, M. canetti, M. pinnipedii sp. nov. M. mungi sp. nov., y M. suricattae forman un
grupo particular denominado complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT) (Alexander
et al.,, 2010). Estas especies, agentes causales de tuberculosis en animales y
humanos, estan estrechamente relacionadas a nivel de ADN, con un 99,9% de
similitud a nivel nucleotidico e idénticas secuencias de ARNr 16S (Brosch et al., 2002).
Cada miembro del complejo esta asociado a un hospedador primario principal, aunque
la infeccién también puede producirse en hospedadores alternativos (Smith et al.,
2006). En el afio 2018, a partir de los analisis filogenéticos comparativos de los

genomas de 150 especies de micobacterias realizado por Gupta y col., (2018) se
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concluyd que existen 5 grupos monofiléticos distintivos en este género. Estos nuevos
grupos fueron designados como: “Tuberculosis-Simiae,” (este incluye a la mayoria de
las especies de micobacterias de crecimiento lento de importancia clinica incluyendo a
aquellas relacionadas con M. tuberculosis, M. avium, M. gordonae, M, kansasii y M.
simiae) “Terrae,” renombrado como Mycolicibacter gen. Nov, “Triviale,” renombrado
como Mycolicibacillus gen. Nov “Fortuitum-Vaccae,” renombrado como
Mycolicibacterium gen. Nov y “Abscessus-Chelonae” renombrado como
Mycobacteroides gen. Nov, (Gupta et al., 2018).

Asimismo, durante el afio 2018, Oren y Garrity, propusieron un cambio de
nomenclatura basado en un analisis filogenémico, que involucra a varios grupos de
bacterias e incluye el cambio el género de Mycobacterium a Mycolicibacterium para
algunas especies de MNT. Estan contempladas en el cambio, M. fortuitum, M.
insubricum, M. phlei, M. porcinum, M. senegalense, M. septicum, M. smegmatis, M.
vulneris y M. wolinskyi, entre otras. Otras micobacterias también fueron reclasificadas
y cambiaron de grupo taxonémico de Mycobacterium a Mycobacteroides (como fue el
caso de M. abscessus), Mycolicibacillus y Mycolicibacter. Estas nuevas clasificaciones
afectan principalmente a las MNT, manteniéndose la nomenclatura para las
micobacterias del CMT. Esta nueva taxonomia fue comentada en la reciente reunion
de la Sociedad Latinoamericana de Micobacterias (SLAMTB) que se llevd a cabo en
noviembre de 2018 en Chile. En nuestro trabajo, a la espera del establecimiento de un
consenso internacional, la taxonomia de las MNT se ha realizado considerando el

criterio anterior.

Diagno6stico de la TBB

El método primario oficial de diagnostico en el ganado vivo, aceptado en el Plan
Nacional de Control y Erradicacion de la TBB, es la prueba intradérmica con
tuberculina bovina, que emplea el derivado proteico purificado (PPD) obtenido de la
cepa de referencia M. bovis AN5. La prueba consiste en la aplicacion de la PPD en el
pliegue ano-caudal del animal y posterior medicion de la induracion provocada como
consecuencia de la respuesta inmune mediada por células a los antigenos inoculados.
También estd aceptada la aplicacion de la PPD en la tabla del cuello como la doble
comparativa con PPD aviar en casos particulares donde hay alta prevalencia de M.
avium y se requiere incrementar la especificidad (SENASA, 2016). La respuesta
inmune generada es una reaccion de hipersensibilidad retardada mediada por células
T, sensibilizadas por el contacto con el antigeno. Su sensibilidad y especificidad la
posiciona como una buena prueba diagndstica. Sin embargo debido a que, la

tuberculina bovina comparte epitopes con otras micobacterias y algunas otras
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bacterias relacionadas puede dar reacciones cruzadas (falsos positivos) en animales
infectados por MNT (Palmer et al., 2006).

Se han determinado distintos grados de sensibilidad y especificidad oscilando entre
70-75% y 96-99%, respectivamente (Wedlock et al., 2002). En Argentina, de Kantor y
col., (1984) estimaron una sensibilidad entre el 79,2 y 91,7% con una dosis de 0,1 y
0,25 respectivamente. Por otro lado, Francis y col. describieran una sensibilidad del
72% y una especificidad del 98,8%. De la Rua Domenech y col. reportaron una
sensibilidad entre 63,2% y 100% para la intradermorreaccién aplicada en el pliegue
ano caudal y una especificidad entre 75,5% y 99%. El empleo de la prueba cervical
doble comparada, mejora la especificidad, describiéndose una sensibilidad entre 52%
y 100% y una especificidad entre 78,8% y 100%.

Una alternativa es la medicién de la respuesta celular in vitro mediante el dosaje de
INF y. Este diagndéstico esta basado en la medicion del INFy liberado por los linfocitos
al ser estimulados con antigenos especificos a partir de una muestra de sangre entera
heparinizada. Esta produccién de INFy se revela mediante una prueba de ELISA
sandwich. Los rangos medios de sensibilidad y especificidad son de 87,6% y 96,6%
respectivamente. Existe un ensayo comercial cuyo costo es elevado para ser utilizado
a nivel poblacional para el diagnéstico (Kit Bovigam - Prionics AG). Su empleo en
combinacién con la IDR dependera de la zona, utilizandose en paralelo en regiones
con rodeos persistentemente infectados, (para aumentar la sensibilidad diagnéstica y
asi controlar mas rapidamente la enfermedad) y “en serie” en regiones libres o con
muy baja prevalencia para detectar verdaderos reactores a la IDR (sospechados de
ser reactores inespecificos). Por otra parte, el empleo del diagnostico seroldgico, que
evalla la respuesta humoral, permite la deteccién de la enfermedad en animales que
se encuentran en estado de anergia y reaccionan negativamente a la IDR. Cabe
mencionar que ninguna de estas pruebas estd aceptada como prueba oficial en el
marco del plan Nacional de control y erradicacion de la TBB.

El diagndstico post-mortem de la TBB se utiliza para la confirmacion bacterioldgica de
la enfermedad, ya que el cultivo y subsiguiente identificacion bioquimica es
considerado “el estandar de oro” del diagndstico de certeza de la enfermedad. Se
aplica principalmente en animales reactores positivos a la PPD que fueron eliminados,
0 a partir de los decomisos y lesiones detectadas tanto durante la inspeccion
bromatologica como en hallazgos patolégicos. La inspeccion bromatologica en playa
de faena se fundamenta principalmente en la inspeccion visual y la palpacién de
determinados érganos segun el siguiente protocolo: pulmén (visualizacion y palpacion
y corte foliado de los linfonddulos bronquiales y mediastinicos), higado (visualizacion y

palpacion, incision del parénquima e incision foliada de los linfonddulos retro-hepaticos
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y portales), ademas de la revisacion de los linfonédulos de inspeccion obligatoria (3
craneales: preescapular, prepectoral, preesternal; y 3 distales: precrural o prefemoral,
isquidatico, inguinal superficial o retromamario en caso de ser hembras, e iliacos), que
se realiza por cortes foliados. Cuando se detectan LCT en un Unico érgano, éste es
decomisado. Cuando se encuentran LCT en 2 o mas o6rganos o en pleura, se
interpreta que hubo una diseminaciobn de la micobacteria por via hematogena,
realizdndose un decomiso completo del animal (visceras y carne)
(http://lwww.senasa.gob.ar/sites/default/files/ARBOL_SENASA/INFORMACION/NORM
ATIVA/4238/capitulo_xi.pdf).

La sensibilidad del cultivo se ve afectada por diferentes causas, siendo los puntos
criticos la toma de muestra, su transporte, la conservacién, el tiempo que transcurre
hasta que es procesada y principalmente el proceso de descontaminacion de la flora
acompafante. M. bovis crece preferencialmente en el medio Stonebrink, un medio
selectivo a base de huevo que tiene como fuente de carbono piruvato de sodio y
contiene verde de malaquita como inhibidor de desarrollo de la flora microbiana
acompafante, sobre todo de bacterias gram positivas. Se cultiva a 37°C durante 8
semanas con inspeccion semanal (Manual de Micobacterias, Asociacion Argentina de

Veterinarios de Laboratorio de Diagndstico, 2005).

Diagnéstico molecular:

Como consecuencia del desarrollo lento de las micobacterias en el cultivo in vitro (4-8
semanas), la reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR, siglas del inglés Polymerase
Chain Reaction) es una alternativa rapida, sensible y especifica para el diagnostico
temprano de la TB. La PCR puede ser aplicada a partir de distintas muestras clinicas
como la leche (Bernardelli et al.,, 2005; Zumérraga et al., 2012) y 6érganos con
presencia 0 ausencia de lesiones (Araujo et al., 2014; Zuméarraga et al., 2001). La
identidad de las colonias de bacterias desarrolladas en medios de cultivo también
puede ser confirmada por PCR. Entre las secuencias blanco mas utilizadas para la
identificacion de micobacterias del CMT se encuentran las secuencias de insercion
IS6110 (Hermans et al., 1990), 1S1081 (Collins et al., 1991), y Rv2807 (Araujo et al.,
2014).

Cabe mencionar que el diagnostico molecular ha sido recientemente incorporado al
Plan de Control y Erradicacion de la TBB como herramienta complementaria al
diagnostico. De este modo, los servicios de laboratorios de diagnostico deben poseer
la capacidad de realizar diagnéstico histopatologico, bacteriolégico y eventualmente de
biologia molecular cuando se requiera la confirmacion del resultado, especialmente de

LCT en muestras de material tomado en necropsias o en el frigorifico, ya que dichas
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lesiones pueden deberse tanto a M. bovis como a otras micobacterias, y provenir de
linfon6dulos de un animal reaccionante o de muestras tomadas para monitoreo de
zonas en control (SENASA, Res. 128/12).

Como resultado del trabajo de nuestro laboratorio junto al ministerio de la Produccion
de la provincia de Santa Fe se ha optimizado la prueba de PCR en leche de tanque de
tambo para la deteccion de rodeos infectados con M. bovis (Zumarraga et al., 2012).
Como consecuencia, en el afio 2012, la provincia de Santa Fe, incorpor6 a la PCR-
IS6110 en leche de tanque de tambo como prueba oficial de vigilancia epidemioldgica
(Res. 949/12). Esto remarca el valor de las pruebas moleculares en el monitoreo de
las infecciones.

La PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR, del inglés quantitative PCR) es una
variante de la PCR que permite visualizar el curso de la reaccion a medida que se van
formando los productos de amplificacion. Como la formacién de éstos es proporcional
a la concentracion del templado en la muestra, es posible su cuantificacion,
representando una de las principales caracteristicas distintivas respecto de la PCR
convencional o de tiempo final. La deteccidon de los productos de amplificacién se
realiza a partir de la emisién de fluorescencia, no requiriéndose la separaciéon de los
productos de PCR mediante electroforesis horizontal, representando una ventaja
adicional ya que se evita la apertura de los tubos, reduciendo el riesgo de
contaminaciones. Por otra parte, es posible incrementar la especificidad de la reaccion
mediante la utilizacion de sondas, siendo una de las mas usadas las del tipo
hidrolizable como las Tag Man. Como ejemplo del uso de estas sondas para mejorar el
diagnostico de la TBB podemos citar el trabajo de Araujo y col. (2014), donde utilizaron
una PCR convencional seguida de una gPCR para mejorar la sensibilidad de la
deteccién de micobacterias del CMT a partir de muestras de tejido de bovinos y
bubalinos (Araujo et al., 2014).

Tratamiento de la tuberculosis

En animales domésticos, de produccion y de compafiia, el tratamiento con antibiéticos
no es recomendado, puesto que es muy dificil que el propietario o tenedor lo cumpla
adecuadamente durante el tiempo que es prescripto por el veterinario actuante, ya sea
por falta de docilidad del animal o falta de compromiso y responsabilidad del que
administra la medicacion. Los animales de produccién deben ser enviados a faena y
se debe sugerir la eutanasia a los animales de compafiia afectados. La ley N° 15.465
(notificaciones médicas obligatorias) establece la obligatoriedad de notificar los casos

de tuberculosis en animales de compafia a las autoridades sanitarias por parte del
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veterinario o del laboratorio donde se realizdé el diagnéstico. Segun la comisién
cientifica de Micobacterias de la Asociacion Argentina de Veterinarios de Laboratorio
de Diagnéstico, se debe evitar el tratamiento en mascotas y sugerir la eutanasia. La
eutanasia en mascotas no es obligatoria y el duefio puede optar por realizar el
tratamiento recomendado por el veterinario quien deberd presentarle la opcion del
tratamiento (el cual se puede ser realizado en el Instituto Pasteur o por su veterinario),
luego de la firma de un consentimiento informado puesto que es una enfermedad
zoondtica (Martinez Vivot et al., 2006).

Sin embargo, al utilizar las mismas drogas para el tratamiento en humanos, se corre el
riesgo que su uso incorrecto condicione su efectividad de éstas en humanos, llevando
a la aparicién de cepas resistentes.

En humanos, se utiliza la combinacién de 2 o mas drogas y el tratamiento se realiza
por al menos 6 meses, con controles periddicos de la evolucién del paciente. En las
personas, el cumplimiento del tratamiento completo suele ser bajo, puesto que un
porcentaje de los pacientes abandonan el tratamiento, permitiendo la proliferacion de
los clones resistentes a ciertas drogas utilizadas. Esta es una de las principales
causas de generacion de cepas multiresistentes (Ministerio de Salud de la Nacion,
2014).

La resistencia a drogas antituberculosas en micobacterias se da generalmente por
presion selectiva de antibidticos. La micobacteria sufre continuamente mutaciones al
azar en subpoblaciones de bacterias con una alta tasa. Por esta causa, cuando un
tratamiento antibiético no se realiza correctamente (tiempo prolongado y combinacion
de drogas adecuada), se seleccionan subpoblaciones resistentes. En consecuencia, la
monoterapia debe evitarse para prevenir la seleccion de mutantes, siendo la
probabilidad de que un bacilo presente resistencia a una droga, el producto de las
probabilidades de resistencia a cada una de ellas. La Organizaciéon Mundial de la
Salud recomienda como componente central de la estructura del plan de control de la
tuberculosis en humanos, el tratamiento acortado estrictamente supervisado. Su
esguema consiste en la administracion simultanea durante una fase intensiva, de tres
tuberculostaticos, rifampicina (RIF), isoniacida (INH) y pirazinamida (PZA), seguido de
otra fase de sostén con RIF e INH, hasta completar seis meses bajo estricta
supervision médica (OMS, 2018).

Conocer la micobacteria que estda produciendo la enfermedad es de fundamental
importancia al instaurar el tratamiento en humanos. Se debe considerar que M. bovis
es naturalmente resistente PZA (Konno et al., 1967), pero no es habitual detectar

resistencia a otras drogas.
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Entre el 96 y100 % de los casos de resistencia a RIF, se produce por mutaciones en el
gen rpoB, que codifica la subunidad B de la ARN polimerasa ADN dependiente,
impidiendo la formacion del ARN mensajero por inhibicion de la polimerasa (Tan et al.,
2012).

La principal resistencia a INH surge como resultado de la pérdida de la actividad
catalasa codificada por el gen katG, impidiendo la conversién a su metabolito activo,
pero también, por mutaciones en genes que intervienen en la sintesis de acidos
micolicos de la pared celular como inhA (Zhang et al., 1992).

La resistencia a EMB no ha sido completamente estudiada a nivel genético, sin
embargo ha podido relacionarse con mutaciones en el gen embB, mas frecuentemente
en los codones 306, 319, 354 y 406 (Plinke et al., 2006).

A pesar de ser éstas las mas comunes, no son las Unicas que pueden encontrase
presentes y pueden no ser consideradas en los kits comerciales basados en deteccién
molecular. La resistencia conjunta a RIF e INH define a una cepa como MDR

(Imperiale et al., 2011).

Métodos Moleculares v tipificacién molecular:

En afio 2003, Garnier y col., secuenciaron y describieron el genoma completo de un
aislamiento de M. bovis, (M. bovis AF2122/97) (Figura 1), obtenido en Gran Bretafia en
el afio 1997 a partir de un bovino que presentaba lesiones caseosas tanto en pulmon
como en linfonddulos bronco-mediastinicos. La cepa fue caracterizada como virulenta
(Garnier et al., 2003). El tamafio del genoma de esta cepa es de 4.345.492 pares de
bases (pb), dispuestos en un Gnico cromosoma circular, con un contenido de G-C del
65,3%. Contiene ademas 3.952 genes que codifican proteinas, incluido un profago y
42 secuencias de insercion (Garnier et al., 2003). El genoma de M. bovis fue
comparado con el de la cepa M. tuberculosis H37Rv y M. tuberculosis CDC1551. M.
bovis y M. tuberculosis presentan un 99,5% de identidad, habiendo deleciones de
aproximadamente 12,7 Kb en el genoma de M. bovis (Garnier et al., 2003; Zumarraga
et al., 1999 b).

Estas caracteristicas diferenciales entre M. tuberculosis y M. bovis han permitido el
desarrollo de métodos y estrategias para su identificacion. Asi se ha descripto una
multiplex-PCR basada en una delecion de 12,7Kb en M. bovis en la regién de
diferencia RD7 (Zumarraga et al., 1999 b; Etchechoury et al.,, 2010). Esto es de
particular utilidad en las regiones que tienen mayor frecuencia de transmision

zoondatica.
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Figura 1: Representacion circular del genoma de M. bovis. Grafico tomado del paper de
Garnier et al., 2003.

La epidemiologia molecular de la TBB ha evolucionado significativamente con la
introduccion de las técnicas basadas en PCR. Esto se debe a una reduccion del
tiempo para obtener resultados, de no requerir grandes cantidades de ADN para su
realizacion y en algunos casos, poder aplicarse directamente sobre material clinico sin
aislamiento previo. Entre las mas difundidas se encuentra la técnica de hibridacion
reversa de Spoligotyping y las repeticiones en tandem de numero variable (VNTR del
inglés Variable Number Tandem Repeat). La primera se basa en la deteccion del
polimorfismo de la region DR, especifica del genoma de las micobacterias que
conforman el CMT (Kamerbeek et al.,, 1997). Esta region esta constituida por
secuencias repetitivas directas, multiples y conservadas, de 36 pb, entre las que se
hallan intercaladas secuencias polimorficas (espaciadores), que poseen una longitud
que oscila entre 35 y 41 pb. La presencia o ausencia de “espaciadores” de secuencia
conocida, definen patrones de hibridacion o “espoligotipos” permitiendo la
diferenciacion interespecie e intraespecie de las micobacterias que integran el CMT
(Kamerbeek et al., 1997). La naturaleza del polimorfismo contempla principalmente
deleciones, causadas por recombinaciones homodlogas entre DR adyacentes o

distantes, y duplicaciones durante la replicacién del ADN (Figura 2).
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H3TRV
B

Figura 2: Estructura del locus DR del genoma de M. tuberculosis H37RV y de M. bovis
BCG. Los rectangulos verdes representan los Direct Repeat (DR) de 36 pb (Manual del Kit de
Spoligotyping, Isogen).

Existen herramientas in silico que permiten obtener un espoligotipo a partir de lecturas
de la secuenciacion de genomas completos. Existen distintos softwares disponibles,
entre éstos el SpoTyping (Xia et al., 2016) que ademas de generar el espoligotipo, lo
compara con la base de datos publica curada de Spoligotyping y MIRU-VNTRs de
SITVIT (http://lwww.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/) y el SpolPred
(www.pathogenseq.org/spolpred) que predice el espoligotipo de las cepas a partir de
lecturas obtenidas de la secuenciacién del genoma completo (Coll et al., 2012; Laserre
et al., 2018). Estas herramientas son de gran utilidad para realizar vigilancia
epidemioldgica y genotipificacién de aislamientos de M. tuberculosis y M. bovis (Xia et
al., 2016; Lasserre et al., 2018).

Los VNTRs constituyen fragmentos de ADN repetitivos y dispuestos en tandem en
distintas regiones del genoma. El polimorfismo se debe a la variabilidad del numero de
unidades repetitivas en cada locus, siendo los eventos recombinatorios del ADN una
de las causas de su variabilidad (Supply et al., 2000; Homolka et al., 2008).

Entre las distintas secuencias de este tipo se pueden mencionar a las “Unidades
Repetitivas Intercaladas en Micobacterias” (MIRU) (Supply et al.,, 2000). Estas
estructuras estan compuestas por secuencias dispuestas en 41 lugares a lo largo del
cromosoma de M. tuberculosis H37Rv. Doce de estas presentan polimorfismos en el

numero de copias que permite diferenciar distintos aislamientos (Figura 3).
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Figura 3: Posicién de los 41 MIRU loci en el cromosoma de M. tuberculosis H37Rv.
Gréfico tomado del paper de Supply et al., 2000.

La correcta interpretacion de un estudio de tipificacion molecular depende de la
disponibilidad de la informacion epidemioldgica clasica y del poder discriminatorio
alcanzado con cada una de las técnicas aplicadas. El Spoligotyping es la mejor opcién
para estudios a gran escala de distribucién de cepas de M. bovis, mientras que para
establecer relaciones cercanas en el tiempo se requiere de marcadores moleculares
mas discriminativos como los VNTRs.

Los estudios de epidemiologia molecular en Argentina contribuyeron activamente con
la mejor comprensién de la distribucion de cepas de M. bovis, tanto en la poblacién de
bovinos como en la de otros hospedadores susceptibles (Zumarraga et al., 1999 a;
2013). En la actualidad, nuestro laboratorio cuenta con los espoligotipos de 2100
aislamientos tipificados de distintos hospedadores de Argentina, Brasil, Uruguay,
Paraguay y México (Shimizu et al., 2014; Zumarraga et al., 1999 a; Zumarraga et al.,
2009; Zumarraga et al., 2013; Etchechoury et al., 2010; Barandiaran et al., 2011,
Cobos-Marin et al., 2005; Zanini et al., 2005; Colmegna et al., 2004; Rodriguez et al.,
2004). Uno de los resultados mas relevantes fue la deteccion de un mismo
espoligotipo (SB0140) que agrupod al 46% de los aislamientos de M. bovis de bovinos y
otros hospedadores de Argentina (Zumarraga et al., 1999 a). Este genotipo es
predominante en Reino Unido y en los paises que fueron importadores de razas
britdnicas a principios del siglo pasado como Irlanda, Nueva Zelanda y Australia
(Cataldi et al., 2002). Asimismo se realizé un estudio comparativo con los espoligotipos
de M. bovis de Argentina, Brasil, Chile, Venezuela y México, en el que se visualiz6 su
distribucion y frecuencia en cada pais (Zuméarraga et al., 2013).

A nivel regional, en aislamientos de bovinos provenientes de las provincias de Buenos

Aires, Santa Fe y Cordoba, se determind que el espoligotipo predominante en todas
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las provincias fue el SB0140, seguido por el SB0130 y finalmente por el SB0145
(Figura 4).

A su vez, el espoligotipo predominante se subdividié por MIRU VNTR en 26 patrones
diferentes. En este contexto se detecté un genotipo que agrup6 al 47% de los
aislamientos tipificados (Shimizu et al., 2014).

= = : %X, .SB0140
J 4 ...

- [ / ¥y « SBO14S

e et +SB0120
& N« "o

M\ Y +SB01

Figura 4: Distribucion por departamento de los 4 espoligotipos principales en las
provincias de Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe. Cada punto representa 1 caso, los colores
representan los espoligotipos presentes (Shimizu et al., 2014).

Sin embargo, restan algunos aspectos por dilucidar como la transmision entre distintos
hospedadores y la virulencia relativa de los distintos genotipos que expliquen la
distribucion de los mismos en nuestro pais (Garbaccio et al., 2014). Aguilar Leén y col.
(2009) demostraron que cepas con igual espoligotipo se comportaban diferente con
respecto a su virulencia en un modelo murino. Una cepa aislada de jabali M. bovis 303
fue de alta virulencia mientras que otra aislada de bovino M. bovis 534 fue de baja
virulencia, considerando la sobrevida de los animales, el nimero de micobacterias
recuperadas de sus O0rganos y la inmunopatologia (Zumarraga, 2007; Aguilar Ledn et
al., 2009). Ambas cepas tenian el mismo el espoligotipo SB0140 aunque diferente
patron de MIRU (Zumarraga, 2007; Aguilar Ledn et al., 2009).

Las MNT como ya se menciond, pueden provocar lesiones de caracteristicas similares
a las ocasionadas por las especies incluidas en el CMT. Por esta razén, es necesaria

su correcta identificacion, actividad que es muy compleja si no se utilizan métodos
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moleculares. Entre éstos se encuentra el “Analisis por Enzimas de Restriccion de
productos de PCR” (PRA) descripto por Telenti y col., (1993). Esta técnica ha sido
ampliamente utilizada ya que permite diferenciar en gran medida las especies del
género Mycobacterium (Telenti et al., 1993). La técnica de PRA, consiste en la
amplificacion por PCR del gen hsp65, que codifica para la proteina de estrés térmico
de 65kDa, seguido de una digestibn con dos enzimas de restriccion. Luego de la
separacion de los fragmentos de restriccion por electroforesis en gel de agarosa, se
obtienen patrones caracteristicos de especie, las que son identificadas mediante el
uso de un algoritmo basado en los tamafios de los distintos fragmentos, incluidos en
una base de datos PRAsite (http://app.chuv.ch/prasite/index.html).

Asimismo, la secuenciacién de fragmentos de genes conservados como 16S ARNr,
rpoB, hsp65 y sodA; que codifican los genes de la porcibn 16S del ribosoma, la
subunidad B de la ADN polimerasa; la proteina de estrés térmico de 65kDa y la
proteina superéxido dismutasa, respectivamente (Kirshner & Bottger, 1998; Monteserin
et al., 2016), resulta una opcibn mas robusta que se estd constituyendo en el
procedimiento estandar y versatil para identificar fehacientemente a la micobacteria
aislada. La variabilidad de las secuencias entre especies y su estabilidad dentro de
una misma especie es lo que permite su identificacion. Cabe mencionar que gracias al
avance tecnoldgico, la secuenciacibn de genomas completos ha irrumpido en la
especialidad como herramienta para la identificacion y tipificacion fehaciente de
bacterias (Wang et al., 2015). Sin embargo, en paises como el nuestro, el costo es

todavia muy elevado.

Micobacteriosis y micobacterias no tuberculosas

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) se encuentran ampliamente distribuidas en
el ambiente, halldndose en el agua y la tierra, pero también pueden encontrarse como
endonsimbiontes en protozoarios, invertebrados y amebas (Ovrutsky et al., 2013).
Existen més de 180 especies identificadas como ambientales o saprdfitas, distribuidas
en 5 complejos que seradn descriptos con mayor detalle en los proximos parrafos
(Gupta et al.,, 2018). En general, no producen enfermedad en individuos sanos o
inmunocompetentes, considerandose patdgenos oportunistas. Debido a su ubicuidad,
los animales se encuentran siempre en contacto con las MNT, pudiendo enfermar
cuando su estado de salud se ve comprometido. Las micobacteriosis son aquellas
enfermedades producidas por cualquiera de estas micobacterias, las cuales pueden
afectar el diagnéstico por intradermorreaccion debido a reacciones cruzadas

antigénicas inespecificas (Cooney et al., 1997).
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La infeccion de estas MNT en los bovinos es principalmente por via digestiva,
encontrdndose mayormente la presencia de bacilos en linfonédulos mesentéricos
(Kankya et al., 2011). Los animales domésticos también pueden infectarse con MNT,
como ha sido documentado en perros y gatos de nuestro pais (Barandiaran et al.,
2017).

El diagnoéstico de la infeccidn y la identificacion de las MNT es laboriosa, demanda
tiempo y muchas veces los resultados no son concluyentes. El aislamiento realizado
por cultivo en medio Lowenstein Jensen, requiere desde una semana para las MNT de
crecimiento rapido, hasta 8 semanas para las de crecimiento lento y en el caso de
Mycobacterium leprae, ésta no puede ser aislada. A este tiempo se suma el que lleva
la identificacion por pruebas bioquimicas (Manual de Micobacterias, Asociacion
Argentina de Veterinarios de Laboratorio de Diagnéstico, 2005). Por otro lado, las
técnicas moleculares basadas en secuenciacion de fragmentos conservados
constituyen una herramienta rapida, confiable y cada vez mas utilizada.

Las principales especies de micobacterias detectadas en animales son las del MAC,
pudiendo o no generar lesiones, principalmente en linfonédulos (Lucas & Gayot, 1967;
Dvorska et at., 2004). Particularmente, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
produce grandes pérdidas econdémicas para los productores de ganado bovino, al
generar una enfermedad crénica con alta prevalencia en los rodeos (Biet & Boschirolli,
2014; Morsella & Paolicchi, 2008). Asimismo, por su capacidad de resistir a las
condiciones convencionales de pasteurizacion, fue aislada de leche pasteurizada
comercializada en Argentina (Paolicchi et al., 2012). Otro agente del mismo complejo
es M. avium subsp. hominissuis y M. avium subsp. avium que se encuentran
habitualmente en el ambiente y se ha reportado en animales como cerdos y aves,
respectivamente (Matlova et al., 2005; Mijs et al., 2002; Barandiaran et al., 2011). A su
vez, hay reportes de reacciones inespecificas a la intradermorreaccion en bovinos
infectados tanto con estas especies como con otras MNT (Biet & Boschirolli, 2014;
Oriani et al., 2011).

Asimismo, MNT del complejo Mycobacterium terrae, como Mycobacterium
nonchromogenicum y Mycobacterium terrae, son aisladas de suelo y agua.
Mycobacterium nonchromogenicum se ha aislado de bovinos que habian reaccionado
tanto positiva como negativamente a la intradermoreaccion y usualmente no genera
lesiones (Biet & Boschirolli, 2014). Esta especie es una de las principales MNT
aisladas en Irlanda y en Francia (Hughes et al., 2005; Guerin-Faublee et al., 2013).
Mycobacterium kansasii es una micobacteria de crecimiento lento que también se
encuentra en tierra y agua. A diferencia de otras MNT, esta especie conserva los

genes que codifican para los antigenos ESAT-6 y CFP-10, una caracteristica de las
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micobacterias del CMT. Como consecuencia, los animales infectados con M. kansasii
son potenciales reactores a las pruebas de tuberculizacion y otras pruebas
inmunoldgicas. Adicionalmente, se ha podido determinar que M. kansasii estd muy
cercanamente relacionado a M. tuberculosis mediante analisis filogenéticos (Wang et
al., 2015). En bovinos, ha sido detectada en LCT en los linfon6dulos del tracto
respiratorio (Waters et al., 2006; Waters et al., 2010) y también se obtuvieron
aislamientos a partir de tejidos de animales que habian reaccionado positivamente a la
intradermorreaccion.

En un estudio realizado por Traversa y col., se estudiaron 28 aislamientos de MNT
obtenidos de bovinos, 1 de cabra y 5 animales silvestres, provenientes de 7 provincias
de nuestro pais. Las especies descriptas fueron: M. smegmatis (9); M. shimoidei (4);
M. phlei y M. avium/intracellulare (3); M chelonae, M. chitae, M. flavescens, M.
nonchromogenicum, M. szulgai y M. thermoresistibile (2) y M. malmoense, M. gastri y
M. terrae (1) (Traversa et al., 2011).

Recientemente, colaboramos en un trabajo con la Facultad de Ciencias Veterinarias
de Universidad Nacional de La Pampa, en el cual se describi6 la presencia de MNT en
agua de bebida, fuentes publicas y humedales de la provincia de La Pampa (Tortone
et al., 2018). La identificacion de las MNT se realizé6 mediante secuenciacion de los
genes hsp65 y 16S ARNr, asi como también mediante la caracterizacién fenotipica.
Entre las MNT recuperadas, se pudieron detectar especies que han sido relacionadas
a casos de micobacteriosis en Argentina, como son M. gordonae, M. intracellulare, M.

fortuitum, M. vaccae, M.lentiflavum y M. nonchromogenicum (Tortone et al., 2018).

Situacion de la tuberculosis bovina en Argentina

En nuestro pais la TBB es endémica, siendo la provincia de Tierra del Fuego la Unica
oficialmente libre de la enfermedad (SENASA, Res. N°100/2011). Las regiones
mayormente afectadas son aquellas que constituyen la cuenca lechera del pais,
comprendiendo las provincias de Buenos Aires, Coérdoba, Entre Rios, La Pampa y
Santa Fe. En la cuenca lechera se concentra el stock de ganado bovino del pais
(Figura 5). El stock bovino Nacional, segun datos oficiales de SENASA del afio 2018,
es de 54.816.050 de cabezas.
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Figura 5: Densidad del stock de ganado bovino en la Argentina. Datos oficiales del
SENASA del afio 2017 (Ministerio de Agroindustria, Presidencia de la Nacion).

El Plan de Control y erradicacion de Tuberculosis Bovina entrd en vigencia en el afio
1998 (Res. SENASA N° 115/99). En el afio 2012, se aprobd la resolucién N° 128 (Res.
SENASA N° 128/12), que establece la incorporacién obligatoria de la totalidad de los
establecimientos y cabafas lecheras de las especies bovina, caprina y ovina, como asi
también a las cabafias de bovinos y caprinos de carne del pais, para su inscripcién e
inicio de actividades de saneamiento hasta lograr la certificacion oficial de “libres de
TBB”. Se considera que un rodeo esta “libre de TBB”, cuando los animales han
reaccionado negativamente a dos pruebas intradérmicas consecutivas, con un
intervalo no menor de 60 a 90 dias.

Desde que se implementd la Res. 128/12 hasta diciembre de 2016, se logré que
10.063 unidades productivas (UP) bovinas fueran certificadas como “establecimientos
libres de TBB”. Esto incluye 5.897 rodeos de bovinos de leche, 3.575 rodeos de carne,
42 centros de inseminacion y transferencia y 549 cabafias bovinas de carne y leche
(SENASA, 2016). Las acciones del plan lograron una disminucién de la prevalencia de
la enfermedad desde 6,7% en el afio 1970 hasta 0,3% en 2016.

La inspeccion bromatoldgica de los animales faenados en frigorificos y mataderos con
inspeccion federal, provincial y municipal, establece una de las ultimas barreras de
proteccion para el consumidor, preservando la calidad higiénico-sanitaria del producto
final. Segun la reglamentacién bromatoldgica nacional (decreto N° 4238/68), los
decomisos pueden ser totales o parciales, segun la localizacién y caracteristicas de las
lesiones (SENASA, 2018). En Argentina, la inspeccion bromatolégica tiene una
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sensibilidad y especificidad del 76,4% y 86,1% respectivamente, en relacién a la
confirmacion del diagnéstico de laboratorio (SENASA, 2018). En un estudio, Latini y
col., (1997) confirmaron la presencia de M. bovis en el 89% de las muestras con
lesiones compatibles con tuberculosis (LCT). Asimismo, con la inspecciéon de 6 pares
de linfonddulos, ademas de los pulmonares y los mesentéricos, se logra el 95% de
identificacion de los animales con lesiones (Corner et al., 1994). En 1987, de Kantor y
col., obtuvieron cultivos de M. bovis en el 2,8% de animales que no fueron confiscados
por tuberculosis, lo cual confirma la existencia de escapes.

Ademas, la vigilancia epidemioldgica, constituye otro método para estimar la
prevalencia de la enfermedad. En el afio 2011, en el cual se formulé el proyecto que
dio origen a esta tesis, se estimaba una prevalencia de TBB en Argentina de 0,6%.
Luego en 2015, la prevalencia disminuy6 a 0,2% mientras que en 2016, alcanzé6 el
0,3%, constituyendo el ultimo dato oficial disponible (SENASA, 2016). Estos datos son
obtenidos en base a la tasa de decomisos completos registrados en frigorificos y

mataderos con inspeccion federal, provincial y municipal (Figura 6).
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Figura 6: Tendencia decreciente de la Tuberculosis bovina detectada en frigorificos
fiscalizados por SENASA en la Republica Argentina durante los afios 1971-2016. Datos
oficiales de SENASA, 2016.

Tuberculosis zoon6tica en Argentina

El nimero de casos de enfermedad humana por M. bovis que se registran en
Argentina depende de la region geografica y del periodo de tiempo considerado. La
mayoria de los casos, estan asociados a grupos de riesgo vinculados con la actividad
pecuaria o trabajadores de frigorificos. Sin embargo, de los 56 casos reportados entre
los afios 2017 y 2018, 19 (34%) fueron de la Ciudad Autdbnoma de Buenos Aires
(CABA) y 5 (8,9%) del Gran Buenos Aires (GBA). En ese mismo periodo la provincia
de Santa Fe contabilizé 15 casos (26,3%) seguida por Cérdoba con 13 casos (22,8%),
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y Entre Rios, La Pampa, Neugquén y Tucuman con un solo caso por provincia. El grupo
etario mas afectado fue el de adultos entre 30-44 afios (24,6%), seguido por nifios
menores de 15 afios (21%) (Dr. Hugo Fernandez, Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) “Dr Emilio Coni”, comunicacion personal).

La provincia de Santa Fe, que concentra al 21% del ganado lechero del pais y
contribuye en un 34% a la produccion nacional de leche a nivel nacional, es
considerada una zona de alta prevalencia de TBB. Entre los afios 1977 y 2001, en el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) “Dr Emilio Coni” se confirmé
por cultivo la presencia de M. bovis en un 2,3% del total de casos de TB en personas
de dicha provincia. Sin embargo, descendi6 a 1,6%, entre 2002 y 2011, en
concordancia con la disminucion de la prevalencia en bovinos (de Kantor et al., 2012).
En la provincia de Buenos Aires, la informacién de los casos de TBB respecto al total
de casos de TB diagnosticados en el Hospital Cetrangolo fue de 0,34% en el periodo
2001-2005 y 0,36% entre 2006-2010, mientras que en el hospital Mufiz, los
porcentajes decrecieron desde 1,8% en 1971 a 0,22% en 2006 (de Kantor et al.,
2012).

Con ayuda de las herramientas de tipificacion molecular como Spoligotyping y MIRU-
VNTR, hemos podido estudiar distintos casos de TBB en humanos. A partir del estudio
realizado en nuestro laboratorio, donde se analizaron por estas técnicas moleculares
distintos aislamientos de M. bovis obtenidos de humanos de las provincias de Santa
Fe, Buenos Aires, Chaco y Tucuman, se pudo demostrar la transmisién persona-
persona de una cepa de M. bovis resistente a mdltiples drogas (MDR, del inglés
multidrug resistant) entre dos pacientes de la provincia de Buenos Aires que tenian el
vinculo de padre e hija. El padre era un trabajador de un frigorifico y luego de ser
diagnosticado con TB en 1987 fue tratado empiricamente con antibioticos de primera
linea. Sin embargo, en el afio 2000 tuvo una recaida, momento en el que se aislé una
cepa de M. bovis MDR. Luego de distintos episodios de abandono de tratamiento, el
paciente fallece en 2003 a causa de la enfermedad. La hija, que nunca habia tenido
contacto con animales ni con la actividad pecuaria, fue diagnosticada de TB en 1999.
En el afio 2005 se le aisl6 una cepa de M. bovis MDR que resultd ser genotipicamente
idéntica al aislamiento identificado en su padre (Etchechoury, et al., 2010). Otro caso
estudiado involucré a una mujer con artritis glenohumeral séptica por M. bovis no
asociada a la actividad pecuaria (Colmegna, et al., 2004). Si bien la fuente de contagio
no pudo ser determinada, se presume que la causa pudo haber sido la manipulacion
de visceras bovinas, principalmente pulmén crudo, para alimentar a sus mascotas
felinas o la transmision zoonotica a partir de una de ellas con confirmacion de infeccién

por M. bovis (Colmegna, et al., 2004).
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En otro estudio, tipificamos por Spoligotyping 18 aislamientos de M. bovis obtenidos de
pacientes en el INER de la Provincia de Santa Fe, uno obtenido en el afio 2012 y los
restantes en el periodo 2016-2017. Se detectaron 8 espoligotipos, uno de los cuales
(SB0140) fue el predominante ya que agrup6 al 55% de los casos y es el més
frecuente entre los aislamientos bovinos estudiados de Argentina. Otro de los
espoligotipos, denominado SB0145, fue obtenido en 2 aislamientos y ha sido
detectado en otras oportunidades en la provincia de Santa Fe. Los restantes
espoligotipos se detectaron en un solo aislamiento cada uno y a su vez, otro fue
considerado “nuevo”, ya que no estaba registrado en las bases de datos

internacionales (Barandiaran et al., 2018).

Transmision epizoonoética: TBB en animales domésticos

Ademas de los bovinos, entre los animales de producciébn mas afectados por
tuberculosis se encuentran las cabras y los cerdos. Los caprinos son susceptibles a M.
bovis pero también a Mycobacterium avium (M. avium) y M. tuberculosis. Por otra
parte, Mycobacterium caprae, otra micobacteria que puede afectar a estos animales,
no ha sido detectado en el pais ni tampoco hay reportes en otros paises de la region.
Al igual que en los bovinos, también se realiza la prueba ano-caudal de PPD para
identificar a los animales infectados, los cuales deben ser eliminados del rodeo
(descripta en la seccién de “Diagnéstico de TBB”). En algunos estudios realizados en
cabras del noroeste Argentino se observa una prevalencia de tuberculosis producida
por M. bovis variable segun la zona, desde un 0,67% en la provincia de Tucuman
hasta un 2,6% en la provincia de Coérdoba (Tribulo et al., 2002; Garbaccio et al., 2008).
En otro estudio, realizado en la region de Cuyo en el afio 2015, se demostré la
existencia de LCT en 51 cabras provenientes de 8 hatos de pequefios productores que
habian resultado positivos a la prueba tuberculinica (Magnano et al., 2012). Sin
embargo, estos datos son puntuales y se requieren de futuros estudios que consideren
la situacion de la tuberculosis en la poblacion caprina en las distintas regiones
productivas del pais. Hemos reportado en el laboratorio, la deteccion de LCT en
necropsias de caprinos a partir de las que se ha aislado M. bovis (Etchechoury et al.,
2010, Zumérraga et al., 2013).

Los cerdos, en general, adquieren la infecciéon por la ingesta de leche y derivados
provenientes de bovinos infectados sin tratamiento térmico, como también en
situaciones de convivencia entre distintas especies por el contacto con los aerosoles
generados. Trabajos propios nos han permitido detectar los mismos espoligotipos en

cerdos que los comUnmente aislados en bovinos (Barandiaran et al., 2011,
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Barandiaran et al., 2015). Asimismo, el cerdo puede estar afectado por otras MNT
como son las del complejo Mycobacterium avium (MAC) (Barandiaran et al., 2014).
Por otra parte, también fue descripta la co-infeccion de los cerdos con distintas
especies de micobacterias como M. bovis y Mycobacterium avium subsp. hominissuis
(Barandiaran et al., 2014).

Los gatos son las mascotas mas susceptibles a la tuberculosis y pueden ser afectados
por M. tuberculosis, M. bovis y por las especies incluidas dentro del MAC (Underwood
et al., 1999; Zuméarraga et al., 2009). En un estudio realizado en el municipio de Morén
la enfermedad ha sido detectada entre 2-7% de los gatos necropsiados, aunque se
considera que existe un subregistro de esta enfermedad (Fernandez & Morici, 1999).
El curso de la enfermedad provoca una generalizacién precoz de la infecciéon que
conduce a la muerte del animal. Distintas evidencias sugieren que la principal fuente
de infeccion en felinos es la ingesta de pulmén bovino crudo (bofe) y leche sin
tratamiento térmico proveniente de bovinos infectados (Fernandez & Morici, 1999;
Underwood et al., 1999; Zumarraga et al.,, 2009). En nuestro laboratorio, se han
genotipificado por Spoligotyping 19 aislamientos de M. bovis obtenidos a partir de
gatos atendidos en el Hospital-escuela de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Buenos Aires. De los 9 espoligotipos detectados, el 57,9% de los
aislamientos se agruparon en el espoligotipo mas frecuente del ganado bovino,
indicando una posible relacion epidemiolégica (Zumarraga et al., 2009). Mas
recientemente, Barandiaran y col. (2017) identificaron 2 cepas de M. bovis aisladas a
partir de gatos de CABA, pero ademas detectaron otras micobacteriosis causadas por
Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium avium subsp. hominissuis (Barandiaran et
al., 2017).

Aunque la infeccion por M. bovis en gatos es extremadamente rara en regiones donde
la TBB no es endémica, hay reportes de casos de gatos infectados con esta
micobacteria que ademas cohabitaban con personas en Texas, EEUU, (Ramdas et al.,
2015). Por otra parte, se pudo demostrar el primer caso de TBB transmitida de un gato

a una pareja de ancianos con los que convivia en Inglaterra, (Gibbens et al., 2014).

Infeccién por M. bovis: Respuestainmune y Modelos animales para el
estudio de la patogenia

La infeccion por micobacterias es un proceso complejo que ocurre en distintas etapas
y es el resultado de las propiedades inherentes del bacilo y del hospedador. La
infeccion primaria ocurre en el macrofago pulmonar y probablemente en células
dendriticas (CD) donde M. bovis es capaz de sobrevivir, replicar y diseminarse a otros

lugares. La interaccién inicial entre la micobacteria y el macréfago provoca una
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respuesta inmune mediada por células, en la cual intervienen linfocitos T (LT)
colaboradores CD4* y citotoxicos CD8" (Salyers & Whitt, 1994). La liberacion de
gamma interferon (INF-y) por parte de los LT CD4* (Th1), estimula la activacion de los
macrofagos y la union de las células dendriticas con los LT, que migran desde el
torrente sanguineo a los tejidos adyacentes para converger en el area afectada.

La produccion de citoquinas tales como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
interleuquina 12 (IL-12) por CD o macrofagos infectados contribuye al desarrollo de
una respuesta inmune celular Thl. Por otra parte, la respuesta Th2 contrarresta a la
Thl, suprimiendo la respuesta inmune mediada por celular e incrementando la
respuesta humoral a medida que progresa la enfermedad produciéndose IL-4, IL-5 y
IL-10 (Blanco et al., 2009).

Si bien el estudio del curso de la enfermedad no cuenta con modelos animales
adecuados, por no poder reproducirse el estado de latencia, se utiliza al modelo
murino por su capacidad de generar respuestas inmunoldgicas fuertes, su facilidad en
el manejo y por la existencia de lineas bien caracterizadas (Glickman & Jacobs, 2001).
El otro modelo ampliamente utilizado es el del cobayo (Cavia porcellus) debido a sus
semejanzas con los procesos patolégicos que ocurren en el humano (Lasco et al.,
2004). El cobayo es usado regularmente para evaluar la potencia y estandarizacion
biolégica de la tuberculina y ensayar nuevas drogas para el tratamiento de la
enfermedad (Mc. Murray, 1994).

Se ha comprobado en un modelo murino la variabilidad en la patogenicidad de
distintos clones de M. tuberculosis (Albanna et al., 2011; Aguilar Leon et al., 2009;
Lépez et al., 2003; van Soolingen et al., 2003) y de M. bovis (Aguilar Leon et al., 2009).
La sobrevida de los ratones infectados con una cepa de M. tuberculosis del genotipo
W-Beijing, fue notoriamente menor respecto a la de las cepas de referencia M.
tuberculosis H37Rv y Erdman, induciendo una patologia pulmonar severa aunque una
respuesta inmunoldgica insignificante (van Soolingen et al., 2003). Analogamente la
sobrevida de los ratones inoculados con una cepa de M. bovis aislada de un jabali de
La Pampa fue marcadamente menor respecto a la de cepa de referencia AN5 y otras
aisladas de bovinos y un humano (Zumarraga, 2007; Aguilar Leon et al., 2009).
Ademas, recientemente se ha evaluado la capacidad de transmision de diferentes
cepas de M. tuberculosis con diferente grado de virulencia en un modelo murino de
infecciobn pulmonar progresiva pudiendo concluir que la alta virulencia de las cepas
estuvo asociada con una alta transmision (Marquina-Castillo et al., 2009). Si bien
existen varios trabajos de realizados con cepas de M. tuberculosis en el modelo
murino, hasta el presente no hay antecedentes de estudios de estas caracteristicas

realizados con cepas de M. bovis.
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En este trabajo tesis se busco aislar micobacterias patégenas pertenecientes al CMT a
partir de 6rganos bovinos que estaban aptos para el consumo. Estos aislamientos
fueros posteriormente caracterizados molecular y epidemiolégicamente, asi como
también se investigo su virulencia y transmisibilidad en el modelo murino. La existencia
de escapes de Mycobacterium bovis de la vigilancia epidemiolégica de rutina en
frigorificos advierte sobre el peligro relacionado con la salud publica y la zoonosis.
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HIPOTESIS Y OBJETTVOS

Hipotesis

Debido a las caracteristicas inherentes a la tuberculosis bovina existen lesiones que
no son detectadas en la inspeccién bromatoldgica de rutina en frigorifico, manifestadas
por la presencia de M. bovis en pulmones e higados bovinos comercializados en

bocas de expendio de carne.

Los aislamientos que presentan los genotipos de M. bovis méas frecuentemente

detectados en Argentina, son los que tienen mayor virulencia y transmisibilidad.
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Objetivos generales y especificos

Objetivo general

Estudiar en un modelo murino de tuberculosis la transmisibilidad de cepas de M. bovis
genotipificadas, de alto y bajo grado de virulencia, aisladas tanto de bovinos como de
otros hospedadores y de pulmones, linfonédulos e higados bovinos comercializados

en bocas de expendio de carne.

Objetivos especificos

Detectar M. bovis en pulmones/linfonédulos e higados bovinos comercializados en
bocas de expendio de carne de la Ciudad Autonoma de Buenos Aires y conurbano

bonaerense.

Tipificar molecularmente los aislamientos de micobacterias obtenidos a partir del

cultivo de los pulmones e higado bovinos.
Caracterizar la resistencia a antibioticos de los aislamientos obtenidos.

Evaluar en un modelo murino de tuberculosis la virulencia y capacidad de transmision
de las cepas de M. bovis aisladas de los pulmones/linfon6dulos e higado bovinos

como también de cepas de coleccidn aisladas de distintos hospedadores.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales y métodos:

A continuacion se resumen las actividades realizadas.

FRIGORIFICO CARNICERIA
MUESTRA
- B W=
i y :
SGC
CULTIVO Extraccion
ADN
PRA
1IS1245 1S901 MNT
Medio Sty LJ 16S ARNr, hsp65y rpoB
37°C y
8 semanas
1IS6110 _ .
Rv2807 Spoligotyping CMT
; *  MIRU-VNTR
- + B
4 PCR
BAAR
E l e
= hade Drogo-resistencia B

Inoculacion

Fenotipico  Molecular intratraqueal

1x10° bacterias

en 100 pyL PBS

Virulencia
Transmisibilidad

Figura 7: Flujograma de trabajo. Se indican las actividades que se realizaron durante este
trabajo de tesis. PCR: Polymerase chain reaction; PRA: PCR Restriction Analysis; SGC:
Secuencia del genoma completo.

Caracteristicas del muestreo

El nimero inicial de muestras a incorporar en el estudio fue estimado al partir de la
informacion disponible por el SENASA en el afio 2012, afio de la presentacion del
proyecto. Considerando el promedio de faena anual en el afio 2011 de 9.034.220
bovinos, una tasa promedio de decomisos de 0,6% con 57.808 bovinos afectados (con
LCT) en frigorificos de inspeccion federal (SENASA, 2016), segun el estudio
estadistico realizado con Win episcope 2.0, para detectar un aislamiento de M. bovis
con un 95% de confianza, serian necesarios analizar al menos 498 animales,
asumiendo que la bacteriologia constituye la técnica de oro en el diagnéstico de la

tuberculosis bovina. La unidad en estudio fue el pulmon y el higado bovino.
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n=[1-(1-wcj%]-[w- (d;)]
Donde:

d: prevalencia de la enfermedad en la poblacion

N: Tamafio de la poblacion

NC: Nivel de confianza (95 %)

*Nota: se asume que la bacteriologia, es “el estandar de oro” del diagndstico de certeza de la
enfermedad y se considera que tiene una sensibilidad y una especificidad del 100 %.

Los valores estimados de las prevalencias de TBB en la Argentina, son solamente
orientativos de la situacion de la enfermedad en el pais, porque muchos animales con
lesiones microscépicas no son detectados durante la inspeccion.

Se seleccionaron carnicerias de la Ciudad Autbnoma de Buenos Aires (CABA) y
conurbano bonaerense, que vendieran de forma regular pulmén bovino entero e
higado. Se escogieron 7 establecimientos, uno de CABA, 3 de zona oeste, 2 de zona
norte y 1 de zona sur. Para tomar un mayor nimero de muestras en un corto lapso de
tiempo, también se concurrié a un frigorifico de la zona oeste para inspeccionar y
recolectar muestras de pulmén y linfon6dulos de 6rganos que ya hubieren pasado
exitosamente la inspeccion bromatolégica de rutina y que estaban pronto a
comercializarse. Las muestras compradas en carnicerias correspondieron a pulmones
enteros junto con los linfonédulos correspondientes (pulmonares, mediastinicos y
traqueobronquiales) e higado bovino. Los érganos fueron inspeccionados en una
cabina de seguridad bioldgica Clase Il tipo 2A. La misma consistié en la visualizacion y
palpacion de todo el érgano, seguida del fraccionamiento mediante cortes foliados y
profundos de aproximadamente 1cm de distancia. Se seleccionaron porciones del
tejido que presentaran LCT. Cuando no se encontraban, se tomaron porciones de
aproximadamente 1cm? de todos los l6bulos junto con los linfondédulos acompafiantes
cuando estos acompafiaban el érgano. Todos los higados bovinos, se obtuvieron por
la compra directa del érgano entero en carnicerias. Estos fueron inspeccionados en el
laboratorio y se realizaron cortes foliados de 1 cm de distancia aproximadamente, de
todo el 6érgano. Cuando no se detectaban lesiones se tomaron varias porciones del
tejido, especialmente aquellas cercanas al hilio hepatico. Cuando el higado estaba
acompafiado de los linfonédulos, éstos también fueron colectados.

Las muestras de pulmones/linfon6dulos e higado cortadas se colectaron en un frasco
estéril de 100 mL llenando su capacidad.

Las muestras fueron procesadas en los laboratorios de los Institutos de Patobiologia
(IP) y Biotecnologia (IB), Centro de Investigaciones en Ciencias Veterinarias y

Agrondmicas, del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria y de la Catedra de
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Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
de Buenos Aires (FCV).

Bacteriologia

Cultivo de M. bovis: Las muestras fueron trituradas por accibn mecanica en un
Stomacher (Basic Masticator type 470, IUL Instruments), hasta la formacion de un
homogenato. La mitad del macerado se conservé a -20°C como reserva (contra-
muestra) ante la eventualidad de contaminaciones. La otra mitad se descontamind por
el método de Petroff modificado (de Kantor et al., 1988). El producto de este
procedimiento fue sembrado por duplicado en medios sélidos a base de huevo para el
aislamiento de micobacterias: Stonebrink y Lowenstein-Jensen, e incubados a 37°C. Al
no ser prioritaria la busqueda de MNT, el medio Léowenstein-Jensen solamente fue
utilizado en la FCV, ya que alli se realizan rutinariamente cultivos en ambos medios,
mientras que en el IP, solamente se utiliz6 el medio Stonebrink. Este procedimiento
fue realizado en una cabina de seguridad bioldgica Clase Il tipo 2A. Se consideré
negativo un cultivo que no desarrolld colonias en el término de dos meses. Todo
desarrollo fue sometido a la coloracion de Ziehl-Neelsen para la identificacion de
BAAR.

Los aislamientos obtenidos fueron repicados en medio sintético liquido (Medio
Middelbrock 7H9, suplementado con piruvato de sodio 0,4% y alblmina dextrosa y
catalasa (ADC) al 10%, y una vez desarrollados se almacenaron en glicerol al 30% a

-80° C, hasta ser utilizados en los subsiguientes ensayos.

Extraccion de ADN

A partir de colonias: Se realizé la lisis de las colonias por accién del calor. Las colonias

desarrolladas en el medio de cultivo se tomaron con un ansa estéril y se suspendieron
en 250uL de agua destilada estéril libre de pir6genos contenidos en eppendorfs de 1,5
mL de capacidad y se incub6 a 95°C durante 40 min. Luego de centrifugar a 12.000g
durante 5 min., 5 pL del sobrenadante se utilizaron como templado para las diferentes
reacciones de PCR (colony PCR).

A partir del macerado de érganos: Complementariamente al cultivo, a partir de los
tejidos disgregados se extrajo ADN para detectar la presencia de micobacterias del
CMT por PCR. Para realizar la extraccion de ADN se utilizaron distintos Kkits
comerciales siguiendo las instrucciones provistas por los fabricantes (INBIO
HIGHWAY T-kit, Argentina; Macherey-Nagel NucleoSpin® Tissue, Alemania y Qiagen

DNeasy Blood & Tissue Kit, USA). Se utilizé también un sistema de extraccién de
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acidos nucléicos automatizada “Tacomini”, (GeneReach, Taiwan). Este sistema esta
basado en la ruptura mecénica del tejido con perlas de acero y posterior extraccion
mediante lisis quimica y utilizacion de microperlas magnéticas que capturan los acidos
nucléicos y lo incuban en las distintas soluciones buffers de lavado y elusion.

Se evaluo la presencia del gen de la B-actina como control de extraccion de ADN de
los tejidos y detectar la presencia de inhibidores de la polimerasa. Se utilizaron los
primers T.F (TCCCTGGAGAAGAGCTACGA) y T.R (AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG)
y se utilizé el ciclado descripto por Thacker y col. (2011). El producto obtenido fue
sometido a electroforesis en agarosa al 2% con bromuro de etidio (0,5 pL/mL) y
visualizado por exposicion a la luz UV, observandose un fragmento de 98 pb. El ADN

obtenido fue luego utilizado para identificar las micobacterias del CMT por PCR.

Identificacion v tipificacion molecular de los aislamientos

La identificacion vy tipificacibn molecular de los aislamientos se realiz6 mediante la
utilizaciéon de técnicas basadas en la reaccion de PCR. Se detect6 la presencia de la
secuencia de insercién 6110 (1IS6110) para identificar a las micobacterias que integran
el CMT. La amplificacion se realiz6 utlizando los primers INS1
(CGTGAGGGCATCGAGGTGGC) e INS2 (GCGTAGGCGTCGGTGACAAA) (Hermans
et al., 1990) y el programa de ciclado Touch-Down (Zumarraga et al., 2005). El
producto amplificado fue sometido a electroforesis en agarosa al 2% con bromuro de
etidio (0,5 pL/mL) y visualizado por exposicién a la luz UV, observandose un fragmento
de 245 pb.

En forma complementaria y confirmatoria en las muestras de ADN extraido de tejido,
también se amplificé la secuencia Rv2807, caracteristicas del CMT (Araujo et al.,
2014). El ciclado utilizado fue el mismo que el utilizado para I1S6110. Los primers
utilizados fueron Fo (Forward outer: GGCGGTGGCGGAGTTGAAGGCGATGAG) y Ro
(Reverse outer: GCCGCGAGCGAGTCTGGGCGATGTC), descriptos por Araujo y col.
(2014). El producto amplificado fue sometido a electroforesis en agarosa al 2% con
bromuro de etidio (0,5 pL/mL) y visualizado por exposicion a la luz UV, observandose
un fragmento de 443 pb.

Aquellos aislamientos que resultaron negativos por PCR-1S6110 se tipificaron para
identificar MNT. Inicialmente, para el primer aislamiento de MNT obtenido, se utilizé la
técnica de PRA (PCR-Restriction Analysis) Telenti y col. (1993) mientras que para los
sucesivos, se adoptd como estrategia la amplificacion y secuenciacion de un
fragmento de los genes 16S ARNr que codifica la subunidad 16S de ARN ribosomal,
hsp65 que codifica la proteina de shock térmico (Heat shock protein) y rpoB que

codifica la subunidad B de la ARN polimerasa. Las secuencias obtenidas se
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compararon con las de las bases de datos del National Center for Biotechnology
Information  (NCBI  https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), = Mycobacterium 65
Kilodalton Heat Shock Protein Gene BLAST (http://hsp65blast.phsa.ca/blast/blast.html)
y en el caso de 16S ARNr también en Ribosomal Database Project (RDP
http://rdp.cme.msu.edu/). Como criterio de identificacion de género y especie se
considerd el consenso de la identidad obtenida con al menos dos de los genes
evaluados (16S ARNr, hsp 65 y rpoB) (Adekambi et al., 2003; Monteserin et al., 2016).
PCR- 16S ARN ribosomal: Se utilizaron los primers 264
(TGCACACAGGCCACAAGGGA) y 285 (GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) descriptos
por Kirshner y Bottger, (1998). El producto de PCR obtenido fue sometido a
electroforesis en agarosa al 1% con bromuro de etidio (0,5 pL/mL) y visualizado por
exposicion a la luz UV, observandose un fragmento de 1037 pb.

PCR-hsp65: La amplificacion se realiz6 utilizando los primers TB11
(ACCAACGATGGTGTGTCCAT) y TB12 (CTTGTCGAACCGCATACCCT) vy el
programa de ciclado descripto por Telenti y col., (1993) para la técnica de PRA. El
producto de PCR obtenido fue sometido a electroforesis en agarosa al 2% vy
visualizado por exposicién a la luz UV, obteniendo un producto de amplificacion de 440
pb. Para el caso del aislamiento que se tipifico por PRA luego de la amplificacion se
realizé la digestidn con las enzimas BstEll y Haelll. La electroforesis de los productos
de restriccion se realizO en agarosa al 3% (Agarose 1000 Invitrogen, Life
Technologies) con bromuro de etidio (0,5 pL/mL). Como marcador de peso molecular
se utiliz6 50 bp DNA Ladder (Promega Corp., USA). La estimacion de los tamafios de
los fragmentos de restriccion se realizd con el programa BioNumerics (Applied, Maths,
Bélgica). La identificacion de la especie de micobacteria se realizé en la base de datos
PRASITE (http://app.chuv.ch/prasite/index.html).

PCR-rpoB: Se analizé la presencia del gen rpoB (que codifica para la subunidad 8 de
la ARN polimerasa). La amplificacion se realiz6 utilizando los primers Myco-F
(GGCAAGGTCACCCCGAAGGG) y Myco-R (AGCGGCTGCTGGGTGATCATC) y del
ciclado descripto por Adekambi y col. (2003). El producto amplificado por PCR fue
sometido a electroforesis en agarosa al 1% y visualizado por exposicion a la luz UV,
observandose un fragmento de 764 pb.

Los ciclados utilizados para la amplificacion de las distintas secuencias fueron aquellas
sugeridas por los autores. Se utiliz6 agua y ADN obtenido de la cepa de referencia M.
tuberculosis H37Rv como controles negativos y positivos de la PCR respectivamente.
Luego de las respectivas PCR, el producto de amplificacion fue purificado utilizando el
kit “lllustra DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare, UK) y cuantificado por
espectrofotometria a 260nm (Nanodrop 2000, Termo Scientific, USA).
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La secuenciacion de ADN se realizé en las instalaciones de la Unidad de Gendmica
del Instituto de Biotecnologia de INTA. Se empled un secuenciador de 16 capilares
ABI3130x| (Applied Biosystems), utilizando “Big Dye Terminator v3.1” (Cycle
Sequencing Kit).

Para identificar por PCR la subespecie de micobacteria del complejo Mycobacterium
avium (M. avium subsp. hominissuis / M. avium subsp. avium) se utilizaron las
secuencias 1S1245 e 1S901. Para la amplificacion de 1S1245 se utilizaron los primers
P1 (GCCGCCGAAACGATCTAC) y P2 (AGGTGGCGTCGAGGAAGAC), descriptos
por Guerrero y col (1995). El ciclado fue el mismo utilizado por los autores
obteniéndose un producto de 427 pb. Para la amplificacién de 1S901, se utilizaron los
primers P1 (GGATTGCTAACCACGTGGTG) y P2 (GCGAGTTGCTTGATGAGCG)
descripto por Moravkova y col. (2008). El ciclado fue el mismo que el descripto por los
autores y se generé un producto de 577 pb al ser sometido a electroforesis en agarosa
al 1% vy visualizado por exposicion a la luz UV.

Aquellos aislamientos identificados como pertenecientes al CMT, se tipificaron por la
técnica de hibridacién reversa de Spoligotyping (Kamerbeek et al.,, 1997) y MIRU-
VNTR (Supply et al., 2000). Los resultados obtenidos fueron comparados en las bases
de datos de Mbovis.org (VISAVET, Universidad Complutense de Madrid) y MIRU-
VNTR plus (Weniger et al., 2010; Allix-Béguec et al., 2008) respectivamente.
Spoligotyping: Se realizé siguiendo el protocolo descripto por Kamerbeek y col. (1997).
En la primera etapa se amplific6 por PCR la region DR utilizando los primers Dra
(marcado con biotina) y Drb. Luego, los productos amplificados se desnaturalizaron
por calor (100 °C por 10 minutos) y fueron colocados inmediatamente en hielo. Se
sembraron en forma transversal al sentido en que los oligonucleétidos espaciadores
estan fijados covalentemente en una membrana de nylon (Mapmygenome, India) y
dispuestos paralelamente entre si. Este paso se realiz6 utilizando un miniblotter
(Mapmygenome, India). Luego, la membrana se incub6 con el conjugado
estreptavidina-peroxidasa, y la deteccibn de la hibridacion se realiz6 por
guimioluminiscencia (Pierce®ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific, USA)
revelando por autorradiografia por exposicion a un film sensible (Hyperfilm,
Amersham, GE Healthcare, UK). Dado que el sentido de siembra del producto de PCR
se realiza de manera transversal a la disposicion de los oligonucleétidos en la
membrana, la hibridacién se visualiza en forma de punto. Como controles se utilizaron
ADN de las cepas M. tuberculosis H37RV y M. bovis BCG (Figura 8).
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[

Los oligonucleétiodos quedan
Colocar los unidos covalentemente a la

oligonucledtidos en filas membrana en un patrén lineal
paralalas entre si, usando 5

un miniblotter

Incubar con el conjugado estreptavidina-
peroxidasa y el substrato, y exponer a
un film sensible

Rotar la membrana 90° y colocar los
productos de PCR biotinilados e hibridar

Figura 8: Metodologia de Spoligotyping. Se pueden observar los pasos para la hibridacion
de los oligonucleétidos espaciadores, la siembra transversal de los productos de PCR
biotinilados y el producto final donde se observan los spots que determinan un espoligotipo.
Adaptado del Manual de Spoligotyping (Isogen, 2005)

Criterio de interpretacion de los resultados de Spoligotyping: Un patrén de
Spoligotyping (espoligotipo) se define por la presencia o0 ausencia de cada uno de los
43 oligonucledtidos espaciadores (que se observa como un spot que indica un
revelado positivo) y se lo designa con un niamero de acuerdo con la base de datos
Mbovis.org. Asi, los patrones obtenidos se compararon con los incluidos en las bases
de datos del IB y de la Universidad Complutense de Madrid (www.mbovis.org).
Adicionalmente, para confirmar que aquellos aislamientos que tuvieron el mismo
espoligotipo de M. bovis BCG eran aislamientos salvajes, se analiz6 la presencia de
los genes esxA y esxB, que codifican las proteinas ESAT-6 y CFP-10
respectivamente, delecionadas en la cepa vacunal M. bovis BCG. Para la amplificacion
de esxA se utilizaron los primers esxAfLM
(GAGAGATCTCATGACAGAGCAGCAGTGGAATTTC) y esxArLM
(GTTGGATCCTGCGAACATCCCAGTGACG), que amplifican un producto de 288 pb,
mientras que para la amplificacion de esxB se usaron los primers esxBf
(TGACAACAGACTTCCCGG) y esxBr (CGATACCCGCGAAATTC) que amplifican un
fragmento de 450 pb. Para ambos genes la reaccién se realizé con el programa de
ciclado sugerido por los autores (Encinas et al., 2018). Los productos de PCR
obtenidos con cada uno de los pares de primers fueron sometidos a electroforesis en
agarosa al 2% con bromuro de etidio (0,5 uL/mL) y visualizados por exposicién a la luz
UVv.
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Mycobacterial Interspersed Repetitive Units- Variable-Number Tandem Repeat (MIRU-
VNTR): La técnica se realizé segun el protocolo detallado por Supply y col. (2000).
Cada uno de los 12 MIRU se amplific6 por PCR utilizando como polimerasa a
HotStarTag DNA Polymerase (Qiagen, USA). Los productos de amplificacién fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa de alta pureza (Agarose 1000,
Invitrogen, Life Technologies) al 4% tefiido con bromuro de etidio (0,5 pL/mL). Para
estimar el tamafio de los fragmentos amplificados, como marcadores de peso
molecular se utilizaron 50 bp DNA Ladder, (Promega Corp., USA) y 100 bp DNA
Ladder, (Promega Corp., USA). Las bandas visualizadas se analizaron con el
programa BioNumerics (Applied, Maths, Bélgica) para estimar el tamafio de los
fragmentos amplificados. A partir de los resultados obtenidos y comparando los
mismos con una tabla de referencia se establecié el nimero de unidades repetitivas de

cada locus.

Evaluaciéon fenotipica y molecular del perfil de resistencia a

tuberculostaticos de aislamientos de M. bovis

La evaluacion fenotipica de los aislamientos de M. bovis obtenidos a partir de los
organos se realizO en colaboracion con el Laboratorio de Tuberculosis y
Micobacteriosis del Hospital Dr. Antonio A. Cetrangolo, Florida, Provincia de Buenos
Aires, mientras que la evaluacion molecular por MAS-PCR (multiplex allele-specific
polymerase chain reaction) con DILAB-SENASA, Martinez, Buenos Aires.

Determinacién del perfil de drogo-resistencia mediante métodos fenotipicos: Los
métodos utilizados de evaluacién fenotipicos para el estudio de resistencia a
antibidticos consistieron en sembrar un inéculo del aislamiento viable en medios
selectivos con tuberculostaticos en concentraciones conocidas en las condiciones de
crecimiento adecuadas para el desarrollo de las micobacterias. Posteriormente, se
determind el crecimiento en presencia de éstos.

Para la evaluacion del perfil de drogo-resistencia se utilizaron cultivos viables y frescos
de M. bovis obtenidos en medio de cultivo Middlebrook 7H9 (M7H9) a partir de cepas
conservadas a -80 °C. La cepa de M. tuberculosis H37Rv, sensible a las drogas anti-
tuberculosas, fue utilizada como cepa de referencia. La determinacion de sensibilidad
a drogas antituberculosas de primera linea se realiz6 mediante dos métodos:

a-MGIT® 960 SIRE kit (Becton Dickinson, Argentina). Este método es un sistema
comercial de deteccién automatizada, en el cual se cultiva en tubos conteniendo M7H9

suplementado con &cido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (OADC, BD Argentina),

40



MATERIALES Y METODOS

en presencia de isoniazida, estreptomicina, rifampicina y etambutol (INH: 0,1 pg/mL;
SM: 1,0pg/mL, RIF: 1,0 pg/mL, EMB: 5,0 ug/mL), respectivamente y se compara el
desarrollo micobacteriano con el tubo control sin droga. El protocolo utilizado fue el
aportado por el fabricante y los resultados fueron leidos y registrados automaticamente
por el Microsoft EpiCenter (BD Argentina).

b-Micro-método colorimétrico (MMC). Se utilizé el MMC para determinar el perfil de
drogo-resistencia a drogas de primera linea y asimismo explorar el nivel de resistencia
antibitica de cada uno de los aislamientos, mediante la determinacion de la
concentracion inhibitoria minima (CIM).

Brevemente, para este sistema se emplearon placas de 96 pocillos, utilizando la
resazurina (RES) como indicador de crecimiento y viabilidad celular. Se realizé
microdilucién en placa utilizando las mismas drogas (INH, SM, RIF y EMB) y ademas
se agregd levofloxacina (LEVO) pero con diluciones seriadas al medio (1/2)
decrecientes, utilizando el protocolo previamente publicado segun Morcillo y col.
(2010). El medio de cultivo utilizado fue M7H9 suplementado con OADC. Se evaluaron
los siguientes rangos de concentraciones: INH: 1,0-0,06; pg/mL; SM: 8,0-0,25 pg/mL,
RIF: 2,0-0,06 pg/mL, EMB: 32,0-1,0 ug/mL; LEVO: 2,0-0,06 pug/mL.

Determinacién molecular de drogo-resistencia: La determinacion molecular de
resistencia a INH y RIF consistié6 en una PCR multiplex MAS-PCR (Imperiale et al;
2011). Basada en la identificacion de las principales mutaciones puntuales en los
genes inhA, katG y rpoB. El gen katG codifica la sintesis de una catalasa-peroxidasa
que activa a la INH (Zhang et al., 1992) mientras que el gen inhA codifica la sintesis de
la NADH enoil ACP reductasa que esta implicada en la biosintesis de acidos micélicos
de la pared celular (Banerjee et al., 1994). Por su parte el gen rpoB codifica la
subunidad B de la ARN polimerasa, cuando la RIF se une interfiere con la sintesis del
ARN mensajero por inhibicion de la polimerasa. Cuando hay mutaciones en el gen
rpoB, la RIF no puede unirse. Esta PCR detecta las mutaciones en el codon 315 del
gen katG (katG315) y en la posicion -15 de la region promotora del gen inhA (inhAP-
15) y en los codones 516, 526 y 531 del gen rpoB. La identificacion de las mutaciones
presentes se basO en la presencia o ausencia de amplificacion y en el tamafio del
producto amplificado obtenido para cada PCR. En el caso de cepas sensibles
(salvajes), los productos de amplificacién esperados fueron: 292 pb y 210 pb para las
mutaciones del gen katG en la posicién 315 y en el promotor del inhA en la posicién -
15 respectivamente; y para el gen rpoB, los tamafios de los productos de amplificacion
esperados fueron de 218 pb, 185 pb y 170 pb para los codones 516, 526 y 531

respectivamente. La ausencia de amplificacion indic6 mutaciéon del codon target en
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cada caso. El ADN utilizado como templado se obtuvo por lisis térmica con incubacion
a 95°C por 40 minutos de una suspension de micobacterias realizada a partir de los
cultivos obtenidos. Para las respectivas PCR se utilizaron los siguientes primers
descriptos por Imperiale y col. (2011): katG-R ATACGACCTCGATGCCGC, katG-F
GCAGATGGGGCTGATCTACG; inhAP-R CACCCCGACAACCTATCG, inhAP-F
GCGCGGTCAGTTCCACA; rpoB-R TTGACCCGCGCGTACAC, rpoB-516
CAGCTGAGCCAATTCATGGA, rpoB-526 CTGTCGGGGTTGACCCA vy rpoB-531
CACAAGCGCCGACTGTC. Las condiciones utilizadas para realizar la MAS-PCR
fueron las descriptas previamente (Imperiale, et al. 2011). Los productos de PCR
obtenidos fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2% y tefiidos con

bromuro de etidio (0,5 uL/mL) y visualizados por exposicién a luz UV.

Secuenciacion del genoma completo de un aislamiento de M. kansasii

Se selecciono el aislamiento de M. kansasii 16-2700 que fue obtenido de un pulmén
bovino y que fue co-aislado junto con M. bovis (muestra N° 179), debido al interés
pecuario de éste en relacién a la interferencia en el diagnostico de la TBB por poseer
las proteinas ESAT-6 y CFP-10. Este aislamiento fue conservado en glicerol al 30% a
-80 °C, a partir de éste se realiz6 un cultivo en medio Middlebrook 7H9 adicionado con
piruvato de sodio al 0,4% y ADC al 10%. Se realiz6 una extraccion de ADN a partir del
cultivo con bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), segun lo descripto por van
Embden y col (1992). Se cuantific6 por espectrofotometria (NanoDrop® 1000,
Spectrophotometer, Thermo Scientific, USA) y luego se remiti6 a la Unidad de
Gendmica del Instituto de Biotecnologia de INTA. Alli fue nuevamente cuantificado y
se midié su pureza e calidad mediante el Fragment analyzer (Advanced Analytical
Technologies, Inc., USA). La muestra fue procesada en un equipo MiSeq Sequencing
System (lllumina, USA) que opera mediante la tecnologia de secuenciacion por
sintesis. La secuencia gendémica obtenida fue enviada y procesada en la Estacion
Experimental Agropecuaria de INTA Rafaela, Santa Fe, donde, mediante una
colaboracion establecida con el Dr. Ariel Amadio en el marco del proyecto PIP-
CONICET 11220150100316 CO coordinado por la Dra. Andrea Gioffré, se procedio a
realizar el ensamblado del genoma secuenciado. Se construyeron las bibliotecas
gendmicas utilizando el kit Nextera XT (lllumina, USA) con extremo emparejado
(paired-end) amplificando lecturas de 2 x 250 pb segun protocolo del fabricante. El
criterio de corte (quality trimming) de las lecturas crudas (raw reads) se programo en
15. El ensamblaje de novo se realizd utilizando el programa SPAdes v3.6.2 (St.
Petersburg State University, Center for Algorithmic Biotechnology, Rusia) obteniendo

contigs y scaffolds. Los scaffolds fueron orientados con el programa ABACAS (Sanger
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Institute, UK) utilizando el genoma de Mycobacterium kansasii ATCC 12478 como
referencia (Wang et al.,, 2015). EI genoma fue anotado utilizando el programa
PROKKA (Victorian bioinformatics consortium, Australia) y RAST (OMICtools, USA).
La anotacion del genoma fue realizado en RAST (Rapid Annotation using Subsystem
Technology, Version 2.0) usando el esquema de anotacion de ClassicRAST.

La comparacion del genoma 16-2700 con el de referencia se realizd6 con la
herramienta online Mauve (The Darling Lab, USA). A su vez se realizO una
comparacion con la herramienta Artemis Comparison Tool (ACT) (Sanger Institute,
Inglaterra) entre el genoma de referencia de M. kansasii ATCC 12478 y el genoma de
16-2700. Se evalué la presencia de SNPs entre M. kansasii 16-2700 y el genoma de
referencia M. bovis AF2122/97.

Evaluacion de la virulencia vy transmisibilidad de cepas genotipificadas de
M. bovis

La figura 9 resume la metodologia de trabajo empleada en el ensayo de virulencia y

transmisibilidad.

.
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Figura 9: Experiencia de virulencia y transmisibilidad. A: Esquema de trabajo para la
evaluacion de la virulencia y la transmisibilidad. Las flechas verdes en los tiempos T30, T60 y
T90 se realizaran eutanasias y recoleccion de pulmones y bazos de ratones infectados (ratén
naranja) y “contactos” (ratén negro). B: Imagen representativa de necropsia para realizar la
recoleccion de organos. C: Disposicion de los animales en jaulas, manteniendo la relacién 1:1.

Se seleccionaron dos aislamientos obtenidos a partir de érganos con LCT, uno
obtenido a partir de un pulmon, cuya muestra se tomé en el frigorifico (aislamiento N°
134) y el otro obtenido a partir de un higado adquirido en una carniceria (aislamiento
N° 182). Ademas de la presencia de LCT y de haber pasado en forma exitosa el

control bromatolégico, el criterio adoptado para la eleccion fue, en el caso del
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aislamiento N° 134, que su espoligotipo (SB0140) es el mas frecuente tanto en la
provincia de Buenos Aires como en los aislamientos estudiados de Argentina, mientras
que en el caso del aislamiento N° 182, la importancia que tiene el higado en la dieta de
las personas, siendo que es un alimento consumido y vendido con frecuencia, que la
LCT fue evidente solo después de procesar el 6rgano, y que fue vendido en una
carniceria de un barrio de la zona oeste del gran Buenos Aires.

Como cepa de referencia se utilizé M. bovis AN5 cuya virulencia habia sido evaluada
previamente por el grupo de trabajo y considerada como intermedia al haber sido
comparada con aislamientos de M. bovis de 3 bovinos, 1 humano y 1 jabali (Aguilar
Leon et al., 2009; Zuméarraga, 2007).

Los aislamientos almacenados en glicerol al 30% y a -80 °C se cultivaron, en medio
liquido Middlebrook 7H9 adicionado con piruvato de sodio al 0,4%, Tween 10X al
0,05% y ADC al 10%. Se colocaron en estufa sin agitaciéon a 37 °C y su crecimiento
fue evaluado semanalmente. Una vez obtenido el crecimiento en medio liquido (que
tardé entre 2 y 3 semanas), se determiné la OD por espectrofotometria (LKB
Novaspect Il, Pharmacia LKB Biotechnology, Suecia) en una longitud de onda de 600
nm y una vez alcanzada la fase estacionaria, las suspensiones de bacterias fueron
alicuotadas y congeladas a -80°C hasta su utilizacion y también sembradas en medio
s6lido Middlebrook 7H10 adicionado con piruvato de sodio 0,4%, Tween 10X al 0,05%
y ADC al 10% para estimar las unidades formadoras de colonias recuperadas (UFC).
Un total de 99 ratones BALB/c hembra mayores de 6 a 8 semanas provenientes del
bioterio de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata, fueron
divididos en tres grupos experimentales de 33 animales.

Se establecieron 4 tiempos (T) de eutanasia, TO (1 dia post inoculacién), T30 (30 dpi),
T60 (60 dpi) y T90 (90 dpi), que se realiz6 en camara de dioxido de carbono.

De cada grupo fueron inoculados 18 ratones por via intratraqueal con una canula
rigida de punta esférica (22Gx1" w/ 1-1/4 mm, Thomas Scientific) (Figura 10 A), previa
sedacion con isofluorano (Figura 10 B), con 1x10° bacterias suspendidas en 100 uL
PBS de una suspension de cultivo de M. bovis cepa 134, M. bovis cepa 182 y M. bovis

ANS respectivamente.
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Figura 10: Inoculacién intratraqueal. A: Se observa canula rigida de punta esférica. B:
Procedimiento de inoculacion intratraqueal en un raton sedado con isofluorano en cabina de
seguridad biolégica.

Este procedimiento se realizé en el laboratorio de patégenos del IB. Los animales se
mantuvieron en racks de bioseguridad ventilados y fueron manipulados dentro de la
cabina de seguridad biol6gica. Adicionalmente, el bioterio consta con una estacién de
cambiado (similar a cabina de seguridad biol6gica Clase Il tipo 2A) disefiada para el
recambio de camas y alimento.

Los ratones inoculados fueron identificados por marcacion de las orejas y fueron
distribuidos en 6 jaulas de confinamiento con 3 ratones en cada una.

Para el TO se destinaron 3 animales de cada grupo para comprobar la correcta
inoculacién de los animales. Los restantes ratones inoculados, agrupados de a 3 por
jaula, se los puso en contacto con otros 3 ratones no infectados (contactos sanos
centinelas de infeccién) totalizando 6 ratones por jaula.

En los tiempos restantes, de cada grupo se evaluaron 5 animales inoculados y 5 sin
inocular (contactos sanos centinelas de infeccion) manteniendo la relacion 1-1 en cada
jaula. En los animales inoculados, se evalud la virulencia de las distintas cepas
mientras en los contactos sanos, su capacidad de transmision por contacto cercano
durante los tiempos de exposicion evaluados.

En los tiempos de eutanasia, se evalu6 el peso en gramos de cada animal, el peso del
bazo en gramos y se colectaron tanto bazo como pulmén. A partir de una porcién de
bazo y del pulmén completo se realizaron cultivos para recuperar las cepas por cultivo.
El pulmén se proceso junto con 1 mL de PBS estéril mediante el uso de politrén (TH,
Omni International - The homogenizer Company, USA), y se sembraron en una placa
de petri con medio 7H10 adicionado con piruvato de sodio al 0,4%, ADC al 10% y
Tween 10X al 0,05% por duplicado, sin diluir y con dilucién 1/10. El bazo fue
procesado por friccion en un portaobjetos con vidrio esmerilado para ser
completamente homogenizado. Se tomaron 100 pL del homogenato y se sembraron
en una placa de petri con medio 7H10 adicionado con piruvato al 0,4%, ADC al 10% y
Tween 10X al 0,05% en una dilucién 1:2 con triton al 0,1%. Tanto pulmones como

45



MATERIALES Y METODOS

bazos fueron cultivados y se colocaron en estufa a 37 °C por 60 dias y fueron
observados de forma semanal.

En los casos en donde no se pudo obtener cultivo a partir de los érganos, y con el fin
de confirmar la infeccion en los ratones inoculados y en los “contactos”, se realiz6
PCR-Rv2807 a partir de ADN extraido de los pulmones. En el caso de los animales
inoculados, todos los pulmones de aquellos animales que tuvieron cultivo negativo (de
pulmén y bazo), fueron procesados individualmente realizando una extraccion a partir
de tejido con el T-kit de INBIO HIGHWAY (Argentina), como fue especificado en la
seccion de “extraccion de ADN” y posteriormente se realizd PCR-Rv2807 con ese
ADN extraido. Para los “contactos”, se realizaron pools de los grupos separados por
tiempo y cepa evaluada, excluyendo a los animales que tuvieran cultivo positivo
(pulmoén o bazo). La extraccion de ADN y la PCR-Rv2807 fueron realizadas como
fueron descriptas previamente en la seccidén de “Extraccion de ADN” e “Identificacion y
tipificacion molecular de los aislamientos”.

El resto del homogenato de bazo fue procesado para la evaluacion de las citoquinas
INFy, IL-4 y TNF para evaluar la respuesta inmune que se generé en cada tiempo de
eutanasia. Para ello se obtiene 1x10° esplenocitos/pocillo y se estimularon por
duplicado con PPDb (20mg/mL), un mitégeno pokeweed (2mg/mL) como control
positivo y RPMI completo adicionado con antibidtico-antimicético (Thermo-Fisher,
USA), y con suero fetal bovino (Biotecnoldgico-Internegocios S.A., Argentina) como
control negativo. Se toman los sobrenadantes a las 16 hs y 72 hs y se conservaron a
-80 °C hasta que fueron procesados. Los sobrenadantes obtenidos a las 72 hs en
todos los tiempos de eutanasia fueron unidos a beads marcados con el kit comercial
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Flex Set system (Becton & Dickinson, USA). Se
analizaron en un citometro de flujo FACSCalibur (Becton & Dickinson, USA), en el
CICVyYA INTA.

La clasificacion de las cepas como de mayor o menor virulencia se realiz6 en base a
los siguientes criterios: las cepas mas virulentas fueron aquellas que se recuperaron
en un mayor niamero de los Organos de los ratones inoculados, que provocaron
lesiones macroscopicas, mayor esplenomegalia y presentaron menor sobrevida de los
animales y un perfil diferencial de citoquinas. Se consider6 como mas transmisibles
aquellas cepas que infectaron un mayor nimero de animales contactos sanos en
menor tiempo y que fueron recuperadas en mayor niumero de los érganos de los
animales y un perfil diferencial de citoquinas.

Asimismo, como experiencia preliminar del grupo de trabajo, se evaludé la
transmisibilidad de tres cepas de la coleccion del laboratorio de tuberculosis del

Instituto de Biotecnologia, dos de ellas fueron cepas de M. bovis (534 y 303) a las que
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previamente se les habia evaluado la virulencia (Aguilar Leon et al., 2009; Zumarraga
2007; Marfil et al., 2016 b).

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos, utilizamos el programa GraphPad
prism 6.0 (San Diego California USA, www.graphpad.com). En aquellos casos donde
los resultados obtenidos se comportaron de manera normal, utilizamos tests
paramétricos (ANOVA y post-test Bonferroni de comparacion multiple con un a=0,05).
Cuando con el test de Bartlett o Brown-Forsythe se observaron diferencias
significativas entre los desvios estandar (a=0,05), debieron ser utilizados test no
paramétrico (Kruskal-Wallis y post-test de Dunn de comparacion mdultiple con un
a=0,05) ya que no cumplian con el supuesto de homogeneidad de varianzas.

Los cambios con un p<0,05 se consideraron significativos, mientras que si resultaron
p<0,1 se consideré marginalmente significativo.

Las experiencias contaron con los avales de los comités de ética del CICVyA INTA
(CICUAE 30/2014; 63/2017) y de FVET-UBA (CICUAL 2015/28; 2015/46).
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Resultados

Con el objetivo de detectar la presencia de M. bovis en érganos que pasaron en forma
exitosa el control bromatoldgico de rutina en frigorifico, se realiz6 un muestreo en
bocas de expendio de carne (carnicerias) y frigorifico. Se realiz6 cultivo bacteriolégico,
amplificaciébn génica directamente a partir de los tejidos, y todos los aislamientos

obtenidos fueron tipificados molecularmente.

Toma de muestra en bocas de expendio vy frigorifico.

Un total de 210 pulmones junto con los linfonédulos (en los casos en que estaban
presentes), y 6 higados bovinos fueron colectados en los 7 establecimientos
seleccionados por conveniencia: 1 establecimiento de la Ciudad Autbnoma de Buenos
Aires (CABA) y 6 del conurbano bonaerense. Se recolectaron 8 pulmones en CABA
(provenientes de una carniceria) mientras que del conurbano bonaerense 9 muestras
se obtuvieron en comercios de zona norte (un supermercado y una carniceria), 156 de
la zona oeste (un frigorifico y dos carnicerias) y 37 pulmones en un comercio de zona
sur (una carniceria). Los 6 higados se recolectaron en una carniceria de la zona oeste.
En el frigorifico seleccionado, se recolectaron 137 pulmones y linfondédulos después de
haber pasado con éxito la inspeccién bromatoldgica de rutina. Estos fueron revisados
in situ, tomandose porciones representativas de los distintos l6bulos para su posterior
procesamiento.

La tabla 1 resume la cantidad de muestras colectadas de cada establecimiento y las
zonas geograficas de los mismos.

Tablal: Origen y cantidad de las muestras colectadas. Total de muestras colectadas en los
distintos establecimientos y zonas. CABA: Ciudad Autonoma de Buenos Aires; GBA: Gran
Buenos Aires.

Tipo de establecimiento Zona Cantidad de muestras
Carniceria GBA, Zona Oeste |4 Pulmones
Carneceria GBA, Zona Oeste |15 Pulmones - 6 Higados
Frigorifico GBA, Zona Oeste | 137 Pulmones
Carniceria Supermercado GBA, Zona Norte | 4 Pulmones
Carniceria GBA, Zona Norte |5 Pulmones
Carniceria de Frigorifico GBA, Zona Sur 37 Pulmones
Carniceria CABA 8 Pulmones

Total: 210 Pulmones, 6 Higados
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Inspeccion macroscopica de los 6rganos (pulmén e higado)

Del total de muestras inspeccionadas macroscépicamente, el 12% (26/216) presento
lesiones, de las cuales 20, eran lesiones compatibles con tuberculosis (LCT) o
linfoadenitis. Las principales lesiones observadas en linfonddulos fueron
agrandamiento, pérdida de la relaciéon cortico-medular y cambios en la consistencia.
Se encontraron lesiones tipo nodulares blanco-amarillentas en el parénquima
pulmonar, todas ellas de variado tamafio (Figura 11 A y B). Una sola de las muestras
de higado presenté lesiones. Estas eran pequefias e internas, redondeadas con un
didmetro de aproximadamente 2 cm, con un contenido blanco-amarillento, liquido,

contenido dentro de una estructura capsular (Figura 11 C y D).

Figura 11: Inspeccién macroscopicas de las muestras. A: Pulmoén bovino, se observa
material caseoso en el interior del parénquima pulmonar. B: Linfonédulo bovino, se observa
pérdida de la consistencia normal de la médula y de la relacién cortico-medular. C: Higado
bovino, se observan 2 lesiones encapsuladas con material amarillento liquido denso en su
interior. Las lesiones se encuentran dentro del parénquima y no deformaban la superficie del
tejido. D: foto ampliada de la lesion en higado.
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También fueron encontrados pulmones con lesiones no compatibles con TBB, como la
presencia de quistes hidatidicos (pulmén N° 194) (Figura 12 A y B), una masa nodular
hemorragica de aproximadamente 1,5 cm de didmetro (pulmén N° 168) y la presencia
de alimento en las vias aéreas inferiores (N° 193) (Figura 12 C).

Figura 12: Lesiones no LCT en pulmones comercializados. A: Multiples quistes hidatidicos
de distinto desarrollo en el parénquima pulmonar B: Imagen ampliada de los quistes
encontrados en el pulmén N° 194. C: Pulmdn bovino, se observa alimento en las vias aéreas
inferiores.

Bacteriologia: Obtencién de aislamientos mediante cultivo.

Se realizaron un total de 235 cultivos (197 cultivos en el medio Stonebrink en el IP y 19
cultivos en los 2 medios Lowenstein Jensen y Stonebrink, en FCV), siguiendo los
protocolos de rutina de cada laboratorio. Se obtuvieron 18 aislamientos a partir de 17
muestras, que fueron positivos por la tincion de Ziehl-Neelsen, indicando la presencia
de BAAR. Para la identificacién de especies del CMT, se realiz6 colony PCR-1S6110
(Figura 13). Cinco aislamientos fueron identificados como pertenecientes al CMT, uno
obtenido a partir de un higado bovino (muestra N° 182) y los restantes
correspondieron a 4 pulmones procesados en conjunto con sus respectivos
linfon6dulos (muestras N° 134, N° 179, N° 184 y N° 719) (Tabla 2). El pulmén N° 134 y
el higado N° 182 presentaron LCT, un nédulo granulomatoso pequefio y un nédulo con
contenido caseoso licuefactivo, respectivamente. El aislamiento N° 719 no pudo ser
recuperado por repique en medio sélido o liquido sintético. Sin embargo, se conté con
suficiente  ADN obtenido a partir del aislamiento primario para realizar su
caracterizacion molecular. Todos los aislamientos obtenidos fueron conservados a

-80°C hasta su procesamiento.
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A partir del cultivo bacteriologico (Figuras 13 Ay B) y confirmacion por PCR-1S6110,
se obtuvieron un total de 5 aislamientos del CMT (Figura 14), que fueron obtenidos a
partir del procesamiento de 4 pulmones con sus respectivos linfonédulos (1 colectado
en frigorifico post inspeccion bromatologica y 3 adquiridos en carnicerias) y de un
higado adquirido en una carniceria (Tabla 2).

Figura 13: Cultivos bacteriolégicos positivos. A y B son aislamientos del CMT obtenidos en
medio de cultivo Stonebrink.

Figura 14: Aislamientos positivos por PCR-1S6110. Gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio (0,5uL/mL) en el que se observa la amplificacion de 1S6110 a partir de los
cultivos obtenidos en el medio de Stonebrink. El producto de PCR amplificado fue de 245 pb, y
el utilizd un marcador de peso molecular de 100 pb (100bp DNA Ladder, Promega).
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Tabla 2: Aislamientos obtenidos. Se puede observar el origen y el tipo de muestra de los que
fueron obtenidos. GBA: Gran Buenos Aires; LN: Linfonédulos.

Aislamiento Origen Muestra
134 Frigorifico, Zona Oeste Pulmény LN
719 GBA, Zona Norte Pulmény LN
179 GBA, Zona Oeste Pulmény LN
182 GBA, Zona Oeste Higado
184 GBA, Zona Oeste Pulmény LN

Deteccion molecular del CMT a partir de las muestras de tejido

Con el objetivo de incrementar la sensibilidad en la deteccion de micobacterias
presentes en las muestras, se realizdé la deteccion molecular por PCR a partir de
fracciones de los tejidos de higado y pulmén. Para llevar a cabo este procedimiento,
se realiz6 la extraccibon de ADN a partir de pequefias porciones de tejido
(aproximadamente 25 mg, equivalente al tamafio de un “grano de arroz”), mediante la
utilizacion de diferentes kits comerciales. Se extrajo ADN de las 216 muestras de
o6rganos. Para detectar la posible presencia de inhibidores de la polimerasa, se
amplifico un fragmento de 98 pb del gen que codifica B-actina (bovino). En aquellas
extracciones que fueron negativas a —actina, se realizaron nuevas extracciones de
ADN vy fueron re-procesadas para evaluar la amplificacién de este gen. Finalmente el
total de las muestras pudo ser amplificado indicando que el proceso de extraccion y
purificacién del ADN extraido directamente a partir de los tejidos fue eficiente (Figura
15). Luego, todas muestras fueron sometidas a PCR para la deteccion de las
secuencias especificas de las especies que integran el CMT (PCR 1S-6110 y Rv-
2807). Como se menciond previamente, 20 muestras presentaban LCT, tomandose
estas como muestra, mientras que cuando no se evidenciaron LCT, se tomaron
muestras representativas del tejido sano o lesionado por otras causas y también los
linfonodulos.

Se detectaron 30 extracciones de ADN positivas para PCR-1S6110, pero las
amplificaciones de éstas presentaban bandeados y amplificaciones inespecificas. So6lo
5 de ellas fueron reconfirmadas por PCR-Rv2807. Solo de una de estas muestras
positivas a ambas secuencias, se obtuvo un cultivo positivo.

Para esta actividad se utilizaron 3 kits de extraccion de ADN gendémico de distintas
casas comerciales, adaptando los protocolos, de acuerdo a lo que se describe en la

seccion metodoldgica. Al obtenerse resultados comparables en la eficiencia de la
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extraccion de ADN se opt6 por utilizar el de menor costo INBIO HIGHWAY T-kit de

fabricacién nacional.

Mioo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 1415 16 1718 19 20 CPCN

Figura 15: PCR B-actina. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio (0,5uL/mL)
mostrando la amplificaciéon de B-actina (98 pb). Se observa amplificacion positiva en todos los
casos, a excepcion de la muestra N° 3. Como control positivo (CP) se utilizé ADN extraido a
partir de un tejido con aislamiento positivo y como control negativo de la PCR (CN) se utilizd
agua. Se emple6 un marcador de peso molecular de 100 pb (100 pb DNA Ladder, Promega).

A partir del cultivo de las muestras y posterior confirmacion por PCR-1S6110 y de las
PCR-IS6110 y Rv2807 aplicadas directamente a partir de tejido (Figuras 16 y 17), se
puso en evidencia la presencia de micobacterias del CMT en 5 muestras estudiadas,

constituyendo posibles escapes al sistema de vigilancia bromatoldgica.

9 10 11 12 13 14 15 16 laN G NEG

Figura 16: PCR-1S6110. Gel de agarosa al 2% representativo tefiido con bromuro de etidio
(0,5uL/mL), Se observan los productos de PCR de 245 pb de PCR IS6110 de las muestras de
tejido. Como control positivo (CP) se utilizé un cultivo de M. bovis y como control negativo (CN)
se utiliz6 agua. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 pb (100 pb DNA Ladder,
Promega).
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Figura 17: PCR-Rv2807. Gel de agarosa al 2% representativo tefiido con bromuro de etidio
(0,5 pL/mL), Se observan los productos de PCR de 443 pb de PCR-Rv2807 de las muestras de
tejido. Como control positivo (CP) se utilizé un cultivo de M. bovis y como control negativo (CN)
se utilizé agua.

Tipificacion molecular de los aislamientos del CMT:

Los 5 aislamientos identificados por PCR como pertenecientes al CMT, fueron
tipificados por Spoligotyping, cuyo espoligotipo fue caracteristico de M. bovis por la
ausencia de los espaciadores 3, 9, 16 y 39 a 43. Se detectaron los espoligotipos
SB0140 (aislamiento N° 134), el SB0130 (aislamiento N° 719) y el SB0120 (n=3)
(aislamientos N° 179, 182 y 184) (Figura 18).

- SB0120
oy SB0120
- SB0120

184

134 SB0140
Mb BCG
Mt H37Rv Controles

Figura 18: Espoligotipos correspondientes a los 5 aislamientos de M. bovis. Se observan
los espoligotipos de los aislamientos de M. bovis 719, 179,182, 184 y 134. Se utilizaron como
controles M. bovis cepa BCG y M. tuberculosis cepa H37Rv.

El espoligotipo SB0120 es el caracteristico de la cepa vacunal M. bovis BCG, aunque
también ha sido detectado en aislamientos salvajes (Zumérraga et al., 1999 a;
Zumarraga et al., 2013; Barandiaran et al., 2011). Si bien la probabilidad de
contaminacion en el laboratorio con la cepa vacunal M. bovis BCG era
extremadamente baja, se completé la tipificacion mediante MIRU-VNTR vy
adicionalmente, se realiz6 la amplificacién de los genes esxA y esxB ausentes en M.
bovis BCG debido a la delecion de la region de diferencia RD1 (Figura 19 A y B)
(Lewis et al., 2003; Marfil et al., 2018).
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179182 184 CP BCG CN M100

Py,

by

2 B o
Figura 19: Resultados de las PCR realizadas. Geles de agarosa mostrando los productos de
las PCR de esxA (A) y esxB (B). Los nimeros179, 182 y 184 corresponden a cada uno de los
aislamientos de M. bovis con espoligotipo SB0120. CP: Control positivo, aislamiento salvaje de
M. bovis. CN: Control negativo, agua: BCG: M. bovis BCG cepa Pasteur. Se utilizé un marcador

de peso molecular de 100 pb (100bp DNA Ladder, Promega).

Con el objetivo de incrementar el poder discriminatorio de la técnica de Spoligotyping,
se empled la técnica de MIRU-VNTR. A partir del andlisis de los 12 loci, se
identificaron 3 patrones diferentes en los 5 aislamientos evaluados (Tabla 3). Las 3
muestras con el mismo patrén MIRU-VNTR también tuvieron el mismo espoligotipo.
Sin embargo, el patron de MIRU-VNTR de M. bovis BCG se diferencié de estos 3
aislamientos, con quien compartian el espoligotipo, por presentar alelos diferentes en
los loci 4, 16, 27, 31 y 39 (Tabla 3). Diferencias en los alelos de los locus 4 y 16 se
pueden observan en la figura 20. En la tabla 4 se pueden observar los alelos obtenidos
para cada locus evaluado, asi como el espoligotipo obtenido.

Tabla 3: Patrones MIRU-VNTR de los aislamientos de M. bovis. Se observan los alelos
obtenidos para cada locus y el patron de VNTR de cada uno de los aislamientos de M. bovis.

Locus MIRU-VNTR
Muestra | 2 4 10 |16 |20 |23 |24 |26 |27 [31 |39 |40 Patrones VNTR

134 2 3 3 3 2 4 2 5 3 3 2 2 VNTR 233324253322
719 2 3 2 2 1 4 2 5 3 3 2 2 VNTR 232214253322
179 2 3 2 3 1 4 2 5 1 2 1 2 VNTR 232314251212
182 2 3 2 3 1 4 2 5 1 2 1 2 VNTR 232314251212
184 2 3 2 3 1 4 2 5 1 2 1 2 VNTR 232314251212
BCG 2 1 2 1 1 4 2 5 3 3 2 2
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.
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Figura 20: Amplificaciones representativas de algunos de los loci MIRU-VNTR en los
aislamientos de M. bovis y de M. bovis-BCG. Se observan las amplificaciones para cada uno
de los aislamientos y control positivo M. bovis-BCG y negativo (agua) de los loci 4 (A) y 16 (B).
Se muestran los alelos correspondientes a cada locus.

Tabla 4: Identificacién genotipica de los aislamientos de M. bovis obtenidos. Resumen de
los resultados de la genotipificacion de los aislamiento de M. bovis. Se indica el origen, el tipo
de muestra, el resultado de la PCR-IS6110, el espoligotipo y el patron MIRU-VNTR. GBA:
Gran Buenos Aires; LN: linfonédulo.

Aislamiento Origen Muestra PCR-IS6110 | Espoligotipo| MIRU-VNTR
134 Frigorifico, Pulmén y LN positivo SB0140 233324253322
Zona Oeste

719 GBNA(') rf:”a Pulmén y LN positivo SB0130 232214253322

179 GBA, Zona | o 1m6ny LN positivo SB0120 232314251212
Oeste

182 GBA, Zona Higado positivo SB0120 232314251212
Oeste

184 GBOAé Sztg”a Pulmén y LN positivo SB0120 232314251212

Identificacién molecular de las MNT:

Del total de los 18 aislamientos obtenidos por cultivo a partir de los 6rganos
procesados, que fueron positivos a la tincién de Ziehl Neelsen, 13 (todos aislados en
medio Stonebrink y 2 adicionalmente en medio Lowenstein Jensen) fueron negativos
por PCR-1S6110, sugiriendo la presencia de MNT. Con el objetivo de identificar a estos
aislamientos, se emplearon técnicas moleculares con el soporte de las bases de datos
publicas respectivas.

El primero de estos 13 aislamientos, obtenido en medio Stonebrink a partir de un
pulmén recolectado en un frigorifico luego de la inspeccion bromatoldgica de rutina,

fue tipificado por PRA. Se obtuvieron los siguientes fragmentos de restriccion: BstEII:
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235; 120 y 100pb y Haelll: 145; 130 y 60pb (Figura 21); correspondiéndose con el
patron de M. intracellulare segun la base de datos PRAsite
(http://app.chuv.ch/prasite/index.html) (Marfil et al., 2016 a). Seguidamente, para
confirmar el resultado obtenido, se completd la tipificacion mediante la secuenciacion
del gen 16S ARNr. El andlisis y comparacion de la secuencia de ADN mediante
BLAST en las bases de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information) y
RDP (Ribosomal Database Project), permitié la identificacion de M. intracellulare con
un 99,9% y 98,8% de identidad, respectivamente (Marfil et al., 2016 a).

8si8l Haelll
M 1 2 b ] L 1 2 h]
250
200 .
160 . -
\ b
- — — -
100. = e e e
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Figura 21: Patrones de restriccién de PRA. Imagenes del gel de agarosa al 4%, procesadas
con el software BioNumerics. 1) M. avium subsp. avium; 2) M. bovis; 3) M. avium subsp.
intracellulare; M: Marcador de peso molecular 50pb (50bp DNA Ladder , Promega).

El resto de los aislamientos BAAR positivos y PCR-IS6110 negativos, fueron
tipificados mediante la secuenciacién de los genes hsp65, 16S ARNr y rpoB, (Tabla 5).
Todos los aislamientos pudieron ser amplificados para el gen que codifica el ARN
ribosomal 16S. Sin embargo, para hsp65 se obtuvo amplificacion en suficiente
cantidad para secuenciar en 10 de los aislamientos, mientras que para el gen rpoB, en

8 de los aislamientos.
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Del total de aislamientos de MNT obtenidos, el 42% fue identificado como M.
insubricum, mientras que el 17% fue identificado como M. intracellulare y M. avium

subsp. hominissuis (Figura 22).

Frecuencia de aislamientosde MINT

= M. nonchromoge nicum
= M. septicum
® M. kansasii

M.avium subsp.

hominissuis

M. intracellulare

= M. insubricum

Figura 22: Aislamientos de MNT. Proporcion de los aislamientos de MNT obtenidos.

Los aislamientos 717 y 720 fueron identificados por secuenciacion del gen 16S ARNr y
hsp65 como pertenecientes al complejo M. avium. Por este motivo, se realizé la
identificacion de la subespecie por PCR en base a las secuencias de insercion 1S1245
e IS901. La amplificacién de 1S1245 fue positiva mientras que la de 1S901 fue negativa
en ambos casos indicando la presencia de M. avium subsp. hominissuis (Figura 23).

Uno de los aislamientos obtenidos (N° 143) con tincién de Ziehl Neelsen positiva, fue
identificado como Corynebacterium sp. Esta bacteria, que pertenece al orden de los
Actinomycetales al igual que las micobacterias, puede ser identificada en lesiones
granulomatosas como en este caso, ya que el 6rgano (pulmén) del cual fue aislada
presentaba una pequefa lesion. Esta muestra fue adquirida en una carniceria de la

zona sur de GBA.

151245 15901

Figura 23: Amplificacion por PCR de las secuencias de insercion 1S1245 e IS901. Gel de
agarosa al 2% mostrando la amplificacion de 1S1245 e 1S901 del aislamiento N° 720. La PCR
positiva de 1S1245 (Complejo M. avium) pero negativa de 1S901 es indicativo de la presencia
de M. avium subsp. hominissuis. C+: control positivo M. avium subsp. avium; C-: control
negativo (agua).
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Co-aislamiento M. bovis-M. kansasii

El aislamiento correspondiente a la muestra N° 179 (Pulmon adquirido de zona oeste
del GBA), tuvo una coloraciéon amarillo-anaranjada en el aislamiento primario obtenido
en el medio de cultivo Stonebrink. Sin embrago, fue igualmente evaluado por PCR-
IS6110 como todos los otros aislamientos obtenidos, resultando positivo e indicando la
presencia de secuencias genémicas de micobacterias del CMT que fueron
confirmadas por PCR-Rv2807. Asimismo, también se tipifico por Spoligotyping
mostrando un espoligotipo caracteristico de M. bovis (SB0120) y también por MIRU-
VNTR (patrén 232314251212) (Tabla 4). Estos resultados eran indicativos de la
presencia de M. bovis y de otra MNT.

Al ser repicado en medio sintético (Middlebrook 7H10, Difco) para obtener colonias
aisladas para realizar la extraccibn de ADN para la posterior identificacion por
secuenciacién, fue posible separar la MNT de M. bovis. Sin embargo, no fue posible
obtener el aislamiento de M. bovis en pureza, posiblemente debido a las mayores
exigencias de ésta para su crecimiento. Por otra parte, el desarrollo obtenido en el
medio de cultivo sintético no fue pigmentado a pesar de tratarse de la MNT.

Por secuenciacion de los genes 16S ARNTr, hsp65 (con un porcentaje de identidad del
100% y del 84% respectivamente) se confirmé la presencia de M. kansasii, especie de
crecimiento lento y fotocromégena. El gen rpoB no pudo ser analizado debido a la
mala calidad de esta secuencia.

Debido a que esta especie puede interferir en el diagndstico de la tuberculosis bovina
y a la importancia de haberlo obtenido como un posible co-aislamiento con M. bovis se

secuencio su genoma completo para compararlo con los de M. bovis y M. tuberculosis.

Secuenciacion del Genoma completo de un aislamiento de M. kansasii:

Los datos enviados por el servicio de secuenciacion fueron analizados. El tamafio del
genoma era mayor al de M. bovis por 2 millones de pb, con lo cual decidimos realizar
un BLAST microbe con cada contig ensamblado, contra la base de datos del NCBI.

Se secuencid el genoma completo del aislamiento de M. kansasii 16-2700. Este
namero se le asigné como numero interno de identificacion cuando fue enviado al
secuenciador y lo conservamos para no utilizar el nimero de la muestra (N° 179), con
el que ya habiamos identificado al aislamiento de M. bovis. Este aislamiento fue
obtenido de un pulmén bovino procedente de una carniceria del conurbano
bonaerense (Muestra N° 179) sin lesiones visibles. EI genoma secuenciado se obtuvo
utilizando la tecnologia de MiSeq (lllumina). Se obtuvieron 2.281.114 lecturas pair-end

iniciales, 761.835 lecturas pair-end y 1.492.657 singletons después del control de
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calidad utilizando la herramienta FASTQC y Trimommatic 0.36 (2014), llegando a la
sumatoria de 432 Mpb.

Se ensamblaron los reads y los contigs resultantes se ordenaron en base al genoma
de M. kansasii ATCC 12478, disponible en la base de datos del NCBI, con la
herramienta Mauve (Multiple genome aligment, Darling Lab). Se obtuvo un genoma de
6.415.678 pb luego del ensamblado, representado en 154 contigs (siendo el mas largo
de un tamafio de 373.015 pb), con un Nso de 110.421 pb y una cobertura de 100X. El
contenido de GC fue de 66,2%.

Se realizé la anotacion del genoma con el programa RAST (Rapid Annotation using
Subsystem Technology, Version 2.0) usando el esquema de anotacién de
ClassicRAST y con PROKKA (rapid prokaryotic genome annotation). Se identificaron
un total de 5.924 secuencias codificantes y un total de 49 genes codificantes para
ARN.

Los datos obtenidos fueron comparados con los disponibles en NCBI para las cepas
de referencia de M. kasasii (M. kansasii ATCC 12478) y M. bovis (M. bovis AF2122/97)
(Tabla 6). En la seccion de anexos se encuentra una tabla que detalla los aislamientos

de M. kansasii disponibles en la base de datos de NCBI genomes.

Tabla 6: Datos comparativos entre el aislamiento M. kansasii 16-2700 y las cepas de
referencia Mycobacterium kansasii ATCC 12478 y Mycobacterium bovis AF1222/97. Se
indica la cepa, su origen, el tamafio del genoma, los genes que codifican ARN, el % de GC y el
namero de genes.

Cepa Origen Tamarfo (Mb) [ ARN | %GC | Genes
Mycobacterium kansasii | Humano (enfermedad pulmonar),
ATCC 12478 Canada 6,577230 52 | 66,19 | 5631
LTSl S L] Bovino (pulmén), Argentina 6415678 | 49 | 62 | 5924
16-2700
Mycobacterium bovis . ~
AFE2122/97 Bovino, Gran Bretafa 4,345492 50 65,5 3951

Se comparé con el genoma de referencia de la cepa M. bovis AF2122/97 para realizar
una prediccion de distintas mutaciones: inserciones, deleciones, sustituciones de base
Gnica (SNP), sustitucion es de bases mdultiples (SUB), amplificaciones y elementos
moviles (MOB) usando el programa breseq (Deatherage, D.E., Barrick, J.E., 2014).
Para la comparaciéon se empled el genoma de referencia de la cepa M. bovis
AF2122/97. A partir de este analisis se obtuvo un total de 123.736 mutaciones, de las
cuales 108.453 fueron SNPs. Estudiamos la presencia de SNPs en los genes de
interés que incluyeron factores de virulencia como rfpA, de importancia para el
diagnéstico como esxA, esxB, mb3645c y de resistencia a antibidticos

tuberculostaticos como rpoB, inhA, katG.
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En el gen rfpA, que esta asociado a la resucitacion del estado de latencia de las
micobacterias (Rickman et al., 2005), se detectaron 28 SNPs, de los cuales 10 fueron
no sinénimos.

Los genes esxA, esxB y mb3645c codifican para las proteinas ESAT-6, CFP-10 y
EspC respectivamente y son los antigenos T mas relevantes desde el punto de vista
del diagnéstico (Encinas et al., 2018). Los genes esxA y esxB se encuentran en la
region DR dispuestos de forma contigua, separados por una region intragénica de 33
pb en el genoma de la cepa de referencia M. bovis AF2122/97. En el gen esxA de M.
bovis 16-2700, se detectaron 20 SNPs sin6nimos, mientras que en el gen esxB se
detectaron 27 SNPs, 5 de ellos fueron no sinénimos. El gen mb3645c, que codifica
para la proteina EspC no presentdé mutaciones.

Los genes rpoB, inhA y katG son genes que se relacionan con la resistencia a
antibidticos (el primero con la resistencia a RIF mientras que mutaciones en los 2
genes restantes se asocian a resistencia a INH). Se detectaron 261 SNPs en el gen
rpoB (27 no sinénimos), 74 SNPs en inhA (11 no sinénimos) y 37 en katG (7 no
sinénimos).

El genoma obtenido también fue comparado con el de M. kansasii ATCC 12478 y el de
su plasmido pMK12478. El genoma de la muestra 16-2700, pudo ser identificada por
BLAST como M. kansasii. Pudimos observar que nuestro aislamiento carecia del
pladsmido, ya que no obtuvimos alineamientos por BLAST con las secuencias de éste y
tampoco al usar la herramienta informatica PrimerMap (Sequence Manipulation Suite,
Canada), con la que realizamos una PCR in silico buscando el plasmido en el genoma.
La comparacion de M. kansasii 16-2700 y el genoma de referencia por Mauve aporté
informacion del ordenamiento de los genes y la ausencia en el genoma de M. kansasii
16-2700 de algunos genes que codifican para proteinas oxidoreductasas NAD(P)
dependientes de la familia SDR; proteinas de la familia PE y de la familia PPE,

aminotransferasas clase Ill entre otras (Figura 24).
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Figura 24: Alineamiento de las secuencias de. M. kansasii ATCC 12478 y de M. kansasii
16-2700. Se utilizé la herramienta Mauve. Los bloques de igual color indican sintenia entre las
secuencias. Los contigs en el genoma de M. kansasii 16-2700, se muestran con lineas rojas.
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El genoma fue comparado por la herramienta ACT (Artemis Comparation Tool), lo que
evidencio una gran similitud entre las dos cepas. El ordenamiento de los contigs de M.
kansasii 16-2700 presenta gran similitud al de la cepa de referencia (Figura 25).
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Figura 25: Comparacion del genoma de referencia M. kansasii ATCC 12478 y el genoma
de M. kansasii 16-2700. Se utilizé la herramienta ACT (Artemis Comparation Tool). Las lineas
rojas las lineas rojas indican bloques colineales locales de similitud entre ADN-ADN; mientras
que las lineas azules indican las regiones reorganizadas.

Evaluacion del perfil de resistencia resistencia de los aislamientos de M.

bovis:

Se evalud el perfil de resistencia a drogas de primera linea de los 3 aislamientos de M.
bovis recuperados en medio sélido Middlebrook 7H10 (Difco) (N° 134, 182 y 184),
mediante métodos fenotipicos y moleculares.

La evaluacion fenotipica se realizé mediante los métodos previamente descriptos,
MGIT 960 SIRE kit y microdilucién en placa, en el Hospital Dr. Cetrangolo de Vicente
Lépez, provincia de Buenos Aires.

El aislamiento N° 134 result6 ser sensibles a INH, RIF, EMB y LEVO al ser evaluada
por ambos métodos fenotipicos. El aislamiento N° 184 demostro resistencia a INH al
ser evaluada por ambos métodos fenotipicos. El aislamiento N° 182 demostré ser
sensible a todas las drogas probadas al ser evaluada por ambos métodos fenotipicos
(Tabla 7).

Tabla 7: Valores de las Concentraciones Inhibitorias Minimas de los aislamientos de M.
bovis. Los aislamientos fueron evaluados en el Hospital Dr. Cetrangolo. Los valores de cut-off
determinan la sensibilidad o resistencia de la cepa.

Control | INH (ug/mL) S (ug/mL) RIF (ug/mL) ETH (ug/mL) | LEVO (ug/mL)
Cut-off / 20,25 20,5 20,5 >8 20,5
Cepa 134 OK 0,5 1 0,5 8 0,5
Cepa 184 OK 0,25 0,25 0,06 4 0,5
Cepa 182 OK 0,06 0,25 <0,06 4 0,5

INH: isoniazida; S: streptomicina; RIF: rifampicina; ETH: etambutol; LEVO: levofloxacina.
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Con respecto a la evaluacion molecular realizada por MAS-PCR, en DILAB-SENASA,
Martinez, provincia de Buenos Aires; las amplificaciones de los 3 aislamientos
estudiados se correspondieron con aquellas de cepas sensibles a los tuberculostaticos
evaluados (INH y RIF), contemplando las principales mutaciones asociadas a la
resistencia a estas drogas. Para todas las muestras evaluadas, para el gen katG315
se obtuvo un amplicon de 292 pb, para el gen inhAP-15 se obtuvo un amplicén de 270
pb y para el gen rpoB se obtuvieron 3 amplicones de 218 pb, 185 pb y 170 pb (Figura
26).

182 184 H37Rv. AN5 CN wm100 134 182 184 H37Rv AN5

katG 292 pb

e

rpoB 516 218 pb

] . rpoB 526 185 pb
rpoB 531 170 pb

182 184 H37Rv AN5  M100

inhAP-15 270 pb

Figura 26: Resultados de los productos amplificados por MAS-PCR. Se observan los geles
de agarosa al 1,5 % mostrando la amplificacién por MAS PCR de los genes rpoB 516, rpoB
526, rpoB0531, katG y inhAP-15, de todos los 3 aislamientos de M. bovis (134; 182 y 184) y de
las cepas de referencia H37Rv y AN5 (como controles positivos); CN: Control Negativo.

Evaluaciéon de virulencia y transmisibilidad de cepas de M. bovis en

modelo murino:

Para poder determinar si las cepas de M. bovis seleccionadas son virulentas y
transmisibles, se estudiaron en un modelo murino de infeccién intratraqueal. El ensayo
de virulencia y transmisibilidad se realiz6 al mismo tiempo. Sin embargo, para
presentar los resultados de manera mas organizada, los resultados de la evaluacion

de la virulencia, transmisibilidad y citoquinas fueron descriptos por separado.
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En un ensayo preliminar evaluamos la transmisibilidad de 2 cepas de M. bovis
caracterizadas como hipervirulenta una de ellas (M. bovis 303) y de baja virulencia la
otra (M. bovis 534). Pudimos comprobar la transmisibilidad de la cepa M. bovis 303
(hipervirulenta), por aislamiento desde el primer tiempo de eutanasia (T30), a partir de
los pulmones de animales “contacto” de colonias de M. bovis (Marfil et al., 2016 b). Se
pudo comprobar de esta forma que el modelo murino de transmisibilidad puede
demostrar eficientemente la transmisibilidad de una cepa de una animal inoculado a un
“contacto” conviviendo en la misma jaula por el periodo de 4 meses que dur6 la

experiencia.

Ensayo de Virulencia:

Se evaluaron 2 cepas de M. bovis N° 134 (muestra de pulmén) y N° 182 (muestra de
higado) segun los criterios de seleccibn mencionados en la seccidon de materiales y
métodos, junto con la cepa de referencia M. bovis AN5, en ratones Balb/C. Los ratones
fueron mantenidos hasta el momento de su eutanasia (1; 30; 60 y 90 dpi), en las cajas
designadas para ellos. De los 18 ratones inoculados con la cepa N° 134, 3 fueron
eutanasiados en el TO (1 dpi) como habia sido previsto. Los 15 ratones restantes, no
completaron los tiempos de eutanasia y convivencia planteados. Nueve murieron en la
jaula y para los 6 restantes se decidio realizar la eutanasia para paliar el sufrimiento y
para poder estudiar los bazos y pulmones (entre los 15 y 20 dpi). Estos ratones
mostraron desmejoramiento general, taquipnea y consuncion (Figura 27 A y B). Se
encontraban letargicos, con dolor y no buscaban alimento ni comian. De estos 15
ratones, se pudo realizar cultivo de 6rganos en 12 de ellos, debido a que 3 de los
animales que habian muerto en la jaula mostraban signos de cambios post-mortem.
En la necropsia se observaron granulomas en pulmén de todos los animales

inoculados con la cepa N°134.

Figura 27: Signologia clinica de los animales utilizados en el ensayo. A: Dos ratones
inoculados con la cepa N° 134, conviviendo con un raton “contacto sano”. Es notoria la
diferencia de tamafio entre los individuos. B: Ratones inoculados con el aislamiento N° 134 el
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dia que se realizé la eutanasia. Los animales mostraban manto deslucido, dolor demostrado
por los ojos cerrados y la posicion antidlgica, y marcado descenso del peso.

Los ratones inoculados con la cepa N°182 y la cepa de referencia AN5, no mostraron
signos de enfermedad durante los 90 dias que duré la experiencia.

Se determinaron los pesos de los ratones en los distintos tiempos de eutanasia (Figura
28). Se pudo observar que los animales inoculados con la cepa N° 134 presentaron
una marcada disminucién de sus pesos al momento de la muerte, que incluso fueron
menores a los registrados al inicio del ensayo (T0). Los animales inoculados de los
otros dos grupos evaluados, tuvieron pesos normales a elevados en concordancia con
los pesos para animales de esa misma edad y no se observo que disminuyeran de
peso durante la experiencia. Se observan diferencias significativas (****) entre los
animales inoculados con la cepa N° 134 con respecto a todos los otros grupos
evaluados. Es importante destacar que los pesajes de los animales del grupo
inoculados con el aislamiento N° 134, fueron realizados en el momento de la muerte
(entre 15y 20 dpi), esto es entre 10 y 15 dias antes que el resto de los animales (T30).
El analisis estadistico utilizado fue Two-way ANOVA y post-test Bonferroni (****
p<0.0001).
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Figura 28: Peso de los ratones inoculados y “contactos” en los distintos tiempos de
eutanasia. Se observan diferencias significativas entre los ratones inoculados con el
aislamiento N° 134 y los animales de los grupos restantes (inoculados y “contactos”), en el T30.

Los bazos de los animales inoculados presentaron pesos mayores respecto de los
animales “contacto sanos”. Fue evidente durante las necropsias de los ratones que el
tamafio de los bazos era mayor en los grupos inoculados con la cepa N° 182 y con la
cepa de referencia AN5 (Figura 29 A). En los animales inoculados con la cepa N° 134,
los bazos no se apreciaban como agrandados a simple vista y no se pudieron

comparar con los de los animales “contactos” en ese mismo tiempo. Sin embargo, al
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observar el cociente peso bazo/peso total del raton (%), se notd la esplenomegalia
presente en este grupo de animales respecto de los “contactos sanos” (Figura 30 A).

Los pulmones de los animales inoculados con la cepa N° 134 mostraron signos
caracteristicos de procesos inflamatorios, como asi también zonas hiperémicas y
hemorrégicas (Figura 29 B). Los pulmones de los animales inoculados con la cepa N°
182 y la cepa de referencia AN5 y los animales “contactos” de todos los grupos, no

mostraron lesiones severas.

Figura 29: Lesiones macroscOpicas de los oOrganos de animales inoculados. A:
Comparacion del tamafo del bazo de un animal “contacto sano” (izquierda), respecto de un
animal inoculado con la cepa N°182 (derecha), al mismo tiempo de eutanasia (T60). B: Pulmon
de un raton inoculado con la cepa N° 134 a los 20 dias post-inoculacion, se observan mdltiples
lesiones focales blanquecinas y la superficie del pulmédn se encuentra hiperémica y con signos
de inflamacion.

La relacion entre el peso del bazo respecto del peso del raton (%) que fue registrado
durante los tiempos de eutanasia, evidenciaron que los ratones presentaban
esplenomegalia (Figura 30 A). Los animales inoculados con la cepa N° 182,
presentaron las relaciones mas altas entre el peso del bazo y el peso total del ratén.
Esta esplenomegalia se pudo confirmar estadisticamente por Analisis Two-way
ANOVA y post-test Bonferroni. Este presento diferencias significativas (** p<0.01) en el
T30 para el los ratones del grupo inoculado con la cepa N° 182 y sus “contactos”. En el
T90, ya no se observaron diferencias significativas en ese grupo pero si en el grupo
inoculados y “contactos” de la cepa de referencia AN5, siendo significativamente
mayores (** p<0.01) los bazos de los animales inoculados con la cepa AN5 (Figura 30
B). Los valores de esta relacion en los ratones inoculados con el aislamiento N° 134,
solo pudieron ser evaluados en primer tiempo de eutanasia (15-20 dpi), puesto que

todos los animales inoculados murieron o fueron eutanasiados a ese tiempo.
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Figura 30: Comparacion entre animales inoculados y “contactos”. Se grafica la relacion
peso del bazo/peso del animal (%) entre ambos grupos de animales a través de dos gréficos.
A: Gréfico de lineas donde se puede observar el agrupamiento por un lado de los animales
inoculados con las distintas cepas y por el otro de los “contactos”, los bazos eran
proporcionalmente mas pesados en los animales inoculados. B; Grafico de barras donde se
puede observar la estadistica realizada. Se observan diferencias significativas (**) en el T30
para los animales de grupo inoculado con la cepa N° 182 y los “contactos”, y en el T90 entre
los animales inoculados con la cepa AN5 y los “contactos”.

Los cultivos realizados a partir de los bazos y los pulmones no pudieron confirmar en
todos los casos la infeccion con los distintos aislamientos en los T30, T60 y T90. Es
importante destacar que en el TO se pudo confirmar la infecciébn de los animales
inoculados (para lo que se habia destinado un total de 3 animales por grupo). Para las
siguientes consideraciones, solo tendremos en cuenta los 15 animales restantes por
grupo destinados para ser evaluados en los tiempos T30, T60 y T90.

En el caso de los ratones inoculados con la cepa N°134, 12 de los 15 muertos o
eutanasiados entre los 15-20 dpi, pudieron ser procesados para obtener sus érganos y
realizar cultivo. Se obtuvieron aislamientos por cultivo del bazo de 8 ratones (8/12;
66%) y de 2 ratones por cultivo de pulmon (2/12; 16%). En los animales inoculados de

los que no se obtuvo aislamiento de ninguno de los 6rganos, se confirmo la presencia
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de la cepa de M. bovis inoculada mediante extraccibn de ADN de los pulmones y
posterior amplificacion por PCR-Rv2807 (Tabla 8).

Para el caso de la cepa N°182, solo de un raton inoculado, eutanasiado en el T60, se
pudo recuperar UFC, tanto de bazo como de pulmén (1/15; 6%). Los pulmones de
todos los ratones que no presentaron UFC, fueron sometidos a PCR-Rv2807,
comprobando que estos ratones no estaban infectados durante los tiempos de
eutanasia evaluados (Tabla 8).

Con respecto a la cepa de referencia AN5, se confirmo la infeccién en 9 de 15 ratones
inoculados, ya que se comprobd la presencia de UFC en pulmén (1/14; 7%) y en bazo
(9/14; 64%). Los pulmones de los ratones negativos al cultivo, fueron evaluados por

PCR-Rv2807, comprobando que estos no estaban infectados (Tabla 8).

Tabla 8: Animales infectados por grupo evaluados en los tiempos T30, T60 y T90. Se
consider6 infectado a aquellos animales de los que se logré6 comprobar por cultivo o PCR-
Rv2807 la presencia de micobacterias en los érganos de estos animales. (*) PCR-Rv2807 fue
realizado solo en los casos donde los cultivos fueron negativos. N/A: No analizado.

Aislamiento N° 134 Aislamiento N° 182 Cepa AN5
T30 T60 T90 T30 T60 T90 T30 T60 T90
Euli Pulmén (1/;12) N/A N/A 0 (1/115) 0 g g (1/115)
Bazo | (8/12) | N/A N/A 0 (1/15) 0 (2/15) | (3/12) | 3(3/2)
PCR-Rv2807* 4 N/A N/A 0 0 0 0 0 0
Total Positivos 12 (12/12) 1 (1/15) 9 (9/15)

Evaluacion de transmisibilidad:

Ninguno de los “contactos sanos”, que convivieron con los animales inoculados,
presentaron signologia clinica ni lesiones en 6rganos durante la necropsia, en el
tiempo que durd la experiencia de transmisibilidad (90 dias). Los pulmones y bazos
cultivados de los ratones “contactos sanos” que convivieron con los animales
inoculados con la cepa N° 134 y de la cepa de referencia AN5, no demostraron UFC.
Un solo animal “contacto sano”, que convivié con los animales inoculados con la cepa
N° 182, presentd UFC en cultivo a partir de bazo. Este ratén convivié en una jaula con
animales cuya infeccion no pudo ser demostrada. Los valores de las citoquinas en
este animal en particular fueron menores que el resto de los animales del mismo
grupo.

Para comprobar fehacientemente que los ratones no estaban infectados, se hicieron
pools de tejido de pulmoén de los grupos por jaula y por tiempo y se realizé la
extraccion de ADN con kit y posteriormente se evalué por PCR-Rv2807. Todos los

pools de los animales “contactos sanos” fueron negativos a CMT.
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Determinacion de citoquinas:

Para evaluar la respuesta inmunoldgica de los animales y establecer si los contactos
sanos tomaron contacto con la micobacteria inoculada, se realizé la medicién de las
citoquinas IFNy; IL4 y TNF. Los valores de las citoquinas en los distintos tiempos de
eutanasia para los distintos grupos de animales evaluados se muestran en la figura 31.
Para el caso de la cepa N°134, si bien los animales murieron y/o fueron eutanasiados
a los 20 dpi, se consideraron los valores como correspondientes al T30 establecido.

El analisis estadistico para evaluar las 3 citoquinas en los homogenatos de bazo
estimulados con PPDDb, fue el Test Kruskal-Wallis y Dunn (* p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001), puesto que al no ser homogéneas las varianzas se debid utilizar un test no
paramétrico. Los resultados se expresan en Mediana (pg/mL) + rango intercuartil de la
diferencia entre la produccién en células estimuladas con PPDb y la produccion basal
de estas células sin estimular (Test Kruskal-Wallis y Dunn; * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001).
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Figura 31: Comparacion de los valores de las citoquinas IFNy, IL4 y TNF para los
animales inoculados y los “contactos” para las 3 cepas evaluadas en los tiempos T30,
T60 y T90. A: Valores de las citoquinas INFy B: Valores de las citoquinas IL-4. C: Valores de
las citoquinas TNF. En rojo: cepa 134, en verde: cepa 182 y en celeste: cepa AN5.
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Para los ratones inoculados con la cepa N°134, los valores de INF-y fueron bajos
respecto del resto de los animales, indicando que la bacteria gener6 una reaccion
aguda y fulminante que no les permiti6 montar una respuesta inmune adecuada y los
ratones murieron o estaban en estado terminal. Los “contactos sanos” de este grupo
no expresaron valores coincidentes con los de animales generando una respuesta
inmune celular. Al contrario, el grupo de animales inoculados con la cepa N°182, que
no se infectaron con ésta, presentaron valores elevados de esta citoquina, relacionada
con una respuesta celular eficiente, especialmente en los T60 y T90. Los “contactos
sanos” presentaron valores mayores de esta citoquina en el T60, pero llegando a ser
practicamente nulos en el T90. Los ratones inoculados con la cepa de referencia AN5,
que logro infectar al 60 % de los animales inoculados, generd valores de esta citoquina
significativamente mayores a los de los “contactos sanos” en el ultimo tiempo evaluado
(T90).

Los valores de IL-4 fueron similares para todos los animales tanto del grupo inoculado
como los “contactos sanos” para todos los tiempos salvo para los animales inoculados
con la cepa N° 182 en el T90, donde fue significativamente mayor. Esto coincide con
que la respuesta inmune de estos animales fue mejor y pudieron eliminar la infeccion.
Los valores de TNF fueron similares para todos los animales evaluados en todos los
tiempos de eutanasia, salvo para el grupo inoculado con la cepa N° 182, que
produjeron valores significativamente mayores a los 60 dias.

De los animales del grupo de ratones inoculados con la cepa N° 182, un Unico animal
presento infeccidn, es de destacar que este animal present6 los valores mas bajos de
citoquinas evaluadas, principalmente de INF-y e IL4, en comparaciéon con los demas
animales del mismo grupo (INF-y: 16109,9804 pg/mL; IL-4: 6,85856148 pg/mL; TNF:
2217,14033 pg/mL).
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Discusién

La vigilancia epidemiolégica en frigorifico permite detectar LCT en los bovinos y evitar
de esta forma que M. bovis llegue al consumidor. El monitoreo de los animales en los
frigorificos demostré ser fundamental en el control y la erradicaciéon de la TBB en
paises como Australia, EE. UU. Canada y Cuba. Esto fue logrado al poder identificar
exitosamente animales procedentes de areas de cuarentena y al seguimiento con
trazabilidad en origen de los animales con lesiones compatibles con TB detectados en
playa de faena (SENASA, 2018). La inspeccion bromatologica se basa en la
observacion visual mediante la palpacion y cortes de érganos internos de los bovinos.
Las lesiones de gran tamafio y superficiales son facilmente detectables. Sin embrago,
en los primeros estadios de la infeccion la lesibn comienza de manera microscépica y
posteriormente, por la cronicidad de la enfermedad, llega a ser visible (Corner et al.,
1994).

En esta tesis, se obtuvieron 5 aislamientos de M. bovis, de los cuales 4 fueron luego
del procesamiento de 210 pulmones (junto con sus linfonédulos) (1,9%) y 1 de un
higado con lesién de un total de 6 higados analizados (16,6%). De estos aislamientos
4 fueron comprados en carnicerias mientras que solamente uno de ellos fue obtenido
de un frigorifico luego de haber pasado exitosamente la inspeccién bromatoldgica de
rutina. En el trabajo presentado por de Kantor y col. en 1987, se analizaron 178
muestras tomadas al azar (de bovinos provenientes de rodeos de los cuales ya se
habian decomisado animales con LCT), pudiendo detectar en algunos de éstos
organos con lesiones incipientes aun luego de la inspeccién bromatolégica. En ese
trabajo fueron obtenidos 5 aislamientos de M. bovis a partir de tejidos sin lesion (con
excepcion de un linfon6dulo que presentaba LCT pero que habia pasado la
inspeccion). Esos resultados son comparables con los que obtenidos en el presente
trabajo. La presencia de LCT no necesariamente indican la presencia de M. bovis, sino
gue pueden deberse a MNT (de Kantor et al., 1987). Las principales especies de MNT
detectadas en este trabajo fueron M. insubricum (42%), M. intracellulare (17%), M.
avium subsp. hominissuis (17%), M. septicum (8%), M. nonchromogenicum (8%) y M.
kansasii (8%). Mientras que las aisladas por de Kantor y col.,, (1987) fueron M.
chelonae, M. fortuitum, complejo M. terrae y complejo M. avium-intracelullare. A pesar
de no coincidir en la totalidad de las especies aisladas, podemos considerar que al ser
especies ambientales pueden indistintamente estar en contacto con los animales e
incluso ser caracteristicos de las regiones de procedencia de los animales. Con el
proposito de minimizar la contaminacién de las muestras las mismas, fueron tomadas

del interior del parénquima del érgano y colocadas directamente en un frasco estéril ya
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gue las MNT podrian incluso estar en las superficies de las mesadas de la carniceria,
asi como también en el frigorifico. En este Ultimo, cuando se colectaron los
linfon6dulos se tomaron enteros. Asimismo, hay que considerar que la identificacion de
las MNT en ambos trabajos se basaron en métodos distintos, fenotipicos (crecimiento
diferencial en medio de cultivo y pruebas bioquimicas) y genotipicos (secuenciacion
génica y posterior comparacion en bases de datos). Esta bien documentado que los
resultados no siempre son concordantes puesto que los métodos fenotipicos ademas
de ser muy laboriosos son dificiles de interpretar (Adekambi et al., 2003). Por otra
parte, debido a que en esta tesis no se habia propuesto como objetivo aislar las MNT,
se tipificaron aquellas que crecieron en el medio de cultivo preferencial para obtener
aislamientos de M. bovis. Es por eso que las MNT se obtuvieron a partir del cultivo en
medio Stonebrink a 37°C y no se probaron otros medios de cultivo, tiempos de
incubacioén ni temperaturas como de Kantor y col., (1987) quienes utilizaron también el
medio Loéwenstein Jensen.

En nuestro trabajo hemos aislado 12 MNT, 3 a partir de 6rganos con lesiones y 9 de
tejido sin lesiones aparentes. Distintos trabajos reportan su presencia en lesiones de
animales (Biet & Boschirolli; 2014; Marfil et al., 2016 a; Nalapa et al., 2017) aunque
también estan ampliamente distribuidas en el ambiente y han sido aisladas incluso de
agua de red (Oriani, et al., 2011; Tortone et al., 2018). Si bien durante la toma de
muestras se tomaron todos los recaudos, para evitar contaminaciones, no se puede
descartar la posibilidad que los érganos se hayan contaminado en el ambiente, ya sea
la carniceria o durante la faena y despostacion en el frigorifico.

La prevalencia de TBB reportada oficialmente en el afio 2016 fue de 0,3% (SENASA,
2016). Como ésta es calculada sobre la base de los decomisos totales en frigorificos
fiscalizados por el SENASA, la prevalencia real es dificil de estimar. Aunque el
muestreo de nuestro trabajo fue limitado y acotado a zonas geograficas particulares,
basados en el numero de aislamientos obtenidos a partir de los érganos muestreados
y teniendo en cuenta la especificidad y sensibilidad de la técnica del cultivo
bacterioldégico, como ejercicio pudimos estimar que la prevalencia real seria de 0,58%.
Aungue teorico y sesgado, este numero es casi el doble del estimado oficialmente en
2016, e indicaria que la prevalencia de la TBB podria estar subestimada.

A nivel regional, otros paises que cuentan con planes de control y erradicacion de TB
son Brasil, Chile, Uruguay y Paraguay. Por su parte Brasil se encuentra regionalizado,
y cada zona posee distintas prevalencias. La mas alta la posee la zona sudoeste del
pais (Sdo Paulo, Minas Gerais y Espirito Santo) y se asocia a la activa produccion
lechera (Rocha et al., 2016, Parreiras et al., 2012, Galvis et al., 2016). Chile posee

datos de 2014 de un censo que alcanzo al 10% de los establecimientos bovinos del
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pais y al 23 % de los bovinos del pais, pudiendo establecer una prevalencia de TBB de
0,76%. La mayor prevalencia se encuentra en la region de Magallanes, seguida por la
region Metropolitana, Atacama, Biobio y Coquimbo. Chile también ha determinado una
zonificacion para su pais para mejorar la gestion de la TBB impulsada por el Servicio
Agricola y Ganadero (S.A.G.) en el “Proyecto de Control y Erradicacion de la
Tuberculosis Bovina” desde 2011, dividiendo el pais en dos zonas: una de
erradicacion y otra de control (Tamayo, 2012; SAG, 2012). Al igual que lo que ocurre
en nuestro pais, la region de Tierra del Fuego se encuentra libre de Tuberculosis. En
Uruguay, desde 1897 se trabaja en la lucha contra la TBB. El plan actualmente vigente
data del afio 1998 y est4 implementado conjuntamente con el de brucelosis. Entre el
90-95% del total de bovinos faenados cuenta con Inspeccion Veterinaria Oficial. En la
actualidad, la tuberculosis bovina es considerada reemergente en el Uruguay,
detectandose la aparicion de nuevos focos en diversas zonas (DI.GE.SE.GA., 2015;
Clavijo et al., 2014, Casas Olascoaga, 2013; Irureta Goyena Baldomir, 2016) como asi
también casos zoondticos (Rivas et al., 2012). Paraguay, segun los datos oficiales del
SENACSA, reporta en el afio 2017 haber realizado la prueba de IDR a 20.454 bovinos
obteniendo solamente 15 animales positivos, reportando una prevalencia muy baja
(0,0007%). Datos del 2002 de este pais informaban de que 11.000 animales
evaluados por la IDR solo un 0,7% fue positivo a TBB (de Kantor & Ritacco, 2006).

Se debe considerar que debido a las caracteristicas propias de la patogenia de la
enfermedad, las lesiones producidas por M. bovis tienen una evoluciéon lenta y
progresiva, siendo inicialmente microscépicas y evolucionando lentamente hasta
constituir el granuloma tipico (Corner et al., 1994). Debido a esto, la inspeccion visual y
manual puede ser insuficiente en presencia de lesiones microscoépicas, aunque los
frigorificos y mataderos cuenten con personal suficiente y muy bien capacitado para
realizarla.

El grado de sensibilidad de la técnica de inspeccién durante una necropsia para la
deteccién de lesiones dependera del tiempo y el esmero de quien la realiza. El
personal debe ser capaz de efectuar una inspeccién rigurosa de los 6rganos y del
sistema linfatico, donde se detectan con mayor frecuencia LCT (SENASA, 2018;
Corner et al, 1994). Algunos estudios realizados en Argentina revelan que la
sensibilidad y especificidad de la inspeccion bromatolédgica veterinaria fue de 76,4% y
86,1% respectivamente, en relacion a la confirmacion del diagndstico de laboratorio
(Pelegrino et al., 1996; SENASA. 2018). Sin embargo, otros estudios marcan que la
confiabilidad de la inspeccién fue cercana al 89% en seis frigorificos de la provincia de
Santa Fe (Latani et al., 1997).
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Ademéas de la vigilancia epidemioldgica, el objetivo prioritario de la inspeccion
veterinaria en frigorificos es establecer una de las Ultimas barreras de proteccion para
el consumidor, y no la deteccion de lesiones para diagnostico. Se debe preservar la
calidad higiénico-sanitaria del producto final y asegurar que sea apto para el consumo.
El lugar de inspeccion también puede afectar la deteccion de LCT, siendo fundamental
el conocimiento de la patogenia de la TBB asi como también la distribucién anatémica
de las lesiones en orden de frecuencia, reforzando la necesidad de capacitacion
permanente del personal en lo que respecta a la anatomia patolégica, diagnéstico
diferencial y toma y remision de muestras. Como el objetivo del presente trabajo fue el
de detectar los escapes, se ha realizado una revisacion rigurosa mediante cortes por
todo el tejido, lo que condujo a detectar mayor nimero de lesiones e incluso, en el
caso del higado, encontrar una lesién que no podria haber sido detectada en la
inspeccion de rutina. Este 6rgano es revisado mediante palpacién y visualizacion,
luego se realizan 5 Unicos cortes en los conductos biliares, parénquima y linfonédulos,
preservando la mayor parte del tejido para poder comercializarlo. En el higado N° 182,
la lesibn era muy pequefia y no generaba alteraciones palpables, asi como también
estaba fuera de la zona inspeccionada por cortes. En este caso la revisacion
bromatoldgica fue realizada correctamente, pero no permiti6 detectar este 6rgano
infectado.

Al ser una enfermedad zoonética, todos los miembros de la cadena estan en riesgo,
desde el personal que realiza la inspeccion, hasta el carnicero y la persona que
manipula el alimento en su preparacion.

A su vez, las caracteristicas de las lesiones y la diseminacion que se logre dependeran
en gran medida de la inmunidad del hospedero, pudiéndose mantener contenida en
linfon6dulos Unicamente o diseminarse por varios 6rganos, siendo aquellos animales
con sintomatologia y lesiones los mas enfermos y con posibilidad de diseminar la
enfermedad. Esta limitacion de la técnica de la inspeccién tiene que ver con la
evolucion de la enfermedad y no con la capacidad de quien realice la inspeccién, ya
que incluso el personal mas meticuloso podria no detectar lesiones microscopicas. La
revisacion de los linfonédulos que acompafian el pulmon, se realiza junto con la
inspeccion propia de éste. En general se revisan mas activamente cuando son
detectados signos de inflamacion o lesiones visibles. En nuestra experiencia, hemos
encontrado linfon6dulos moderadamente agrandados, con pérdida de la relacion
corticomedular o de consistencia friable en los pulmones enteros comprados en
carnicerias y recolectados de frigorifico y en pulmén, lesiones del tipo petequiales o
puntillados hemorragicos fueron las mas comunmente identificadas. Incluso hemos

comprado un pulmén con gran nimero de quistes hidatidicos en distintos grados de
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evolucién, que deberia haber sido decomisado y no llegar a ser comercializado. Este
altimo tipo de lesiones suelen confundirse con los granulomas cuando el quiste se
encuentra en un estadio avanzado y se deshidrata y son diferenciables en la
inspeccion puesto que el quiste hidatidico se desprende facilmente con el cuchillo al
rasparlo. Estos hallazgos nos hacen notar que a pesar de que el érgano pueda
encontrarse alterado, éstos no pudieron ser detectados en la inspeccion rutinaria. La
mayoria de estos signos de linfoadenitis no son especificos, y podrian corresponder a
distintas reacciones, infecciosas 0 no. Hay autores que sugieren que la TB es una
enfermedad de los linfonédulos con un portal pulmonar, indicando que estos érganos
serian de gran importancia en la patogénesis de la infeccién y seria una excelente
muestra para tomar cuando se sospeche de la enfermedad (Behr & Waters, 2014). La
aparicion de lesiones groseras como estas en visceras compradas en carnicerias,
advierten que la inspeccion bromatoldgica no es realizada siempre o no es realizada
completamente y la posibilidad de que este y otros agentes lleguen al consumidor es
mayor. Ademas no todos los animales o partes de animales que llegan al consumidor
son inspeccionados por un frigorifico con control oficial. Muchos transitan por la via
informal o son faenados de manera clandestina. La inspeccion ante morten y post
morten esta reglamentada y debe ser realizada por un veterinario o personal
capacitado para tal fin. Sin embargo esto no siempre se realiza, y cuando los animales
no pasan por los canales oficiales, la calidad higiénico-sanitarias de esa res o visceras
no puede ser asegurada (Rhades, 2010).

El cultivo bacteriolégico es el estandar de oro para el diagnéstico de la TB. Sin
embargo, constituye un técnica cuya sensibilidad oscila entre un 40-60% y muchas
veces esta sensibilidad esta relacionada con el operador (Garbaccio et al., 2016). El
mismo insume hasta dos meses para la obtencién del resultado, ademas de contar
con puntos técnicos criticos como la etapa previa de decontaminacién con hidréxido
de sodio al 4% (Método de Petroff), que puede afectar la viabilidad de la micobacteria.
Esto es relevante en muestras paucibacilares, ya que se condiciona la poblacién de
bacilos viables para que desarrollen en el medio de cultivo. La mayoria de las
muestras que procesamos no poseian lesiones visibles o solo se evidenciaban
lesiones inespecificas en linfonddulos. Asumimos entonces que la carga bacteriana de
estas muestras fue baja. Esto pudo afectar en el numero de micobacterias
recuperadas a partir de los 6rganos evaluados. Esta observacion es compatible con el
hecho que los 6rganos evaluados se adquirieron posterior a la etapa de inspeccion en
playa de faena, en la cual aquellos que presentaron lesiones mas avanzadas
seguramente fueron detectados y decomisados previamente en el frigorifico. Un caso

particular lo constituye el aislamiento numero 182 que fue obtenido a partir de un
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higado comprado entero en una carniceria. Por fuera, el 6érgano se encontraba en
perfectas condiciones y fue nuevamente inspeccionado por nosotros, pero esta vez
realizando cortes foliados por todo el tejido, lo que nos permitié detectar una lesion
pequefia no deformante con contenido licuado en su interior, a partir del cual se logré
un aislamiento de M. bovis. Este 6rgano habia pasado una inspeccién bromatolégica
con éxito y externamente parecia apta para el consumo, sin embargo poseia una
lesién considerable que de ser consumida o manipulada inadecuadamente podria
comportarse como fuente de infeccién (Marfil et al., 2018). Es importante destacar que
debido a que el higado es consumido por la poblacién, no pueden realizarse el nUmero
y extension de los cortes que nosotros realizamos en el laboratorio en una inspeccién
de rutina (perderia el valor comercial si se vendiera cortado en su totalidad).

La PCR-IS6110 realizada a partir de tejido es una herramienta complementaria, rapida
gue permite la deteccion del CMT antes que por cultivo. Asimismo, el cultivo puede
resultar negativo por mdltiples causas y debido a las limitaciones mencionadas
anteriormente, no podria detectarse micobacterias viables en esas muestras. Sin
embargo, como la PCR no discrimina entre microorganimos viables o muertos, no
puede evaluarse el riesgo que representa un alimento. Sin embargo, puede resultar de
gran ayuda en algunas instancias. En nuestro caso, en la muestra N°134 se habia
obtenido un resultado de PCR positivo mientras que el cultivo habia sido negativo.
Este resultado fue considerado y la muestra se volvié a cultivar, obteniéndose un
aislamiento en una segunda instancia, que de otra forma hubiese pasado inadvertido
sin habérselo podido detectar. Sin embargo, en el caso de las otras 4 muestras de
tejido positivas por PCR, no se obtuvieron aislamientos a pesar de que las mismas
también fueron cultivadas en una segunda instancia. Un trabajo realizado en la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la UBA, en la catedra de Enfermedades
Infecciosas, logré6 demostrar que la PCR realizada a partir de ADN extraido de tejidos
de porcinos con LCT era igualmente eficiente y méas rapida que el cultivo
bacterioldgico. Mas aun, no solo permitid obtener resultados en menor tiempo y con
buena concordancia con los resultados de la bacteriologia, sino que también permitié
detectar falsos negativos a la bacteriologia, pudiendo detectar animales positivos que
a pesar de las lesiones presentes tenian un cultivo negativo (Pietronave et al., 2015).
En otro trabajo de la misma céatedra, se compararon los resultados obtenidos de PCR
a partir de muestras de ADN extraidas de tejido utilizando dos secuencias blanco
diferentes, 1S6110 y Rv2807. En ambos casos se logré detectar al CMT con la misma
sensibilidad permitiendo su utilizacion indistintamente o mismo para confirmar el

resultado obtenida con una de ellas (Barandiaran et al., 2013; Hermida et al., 2014).
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Con respecto al tamafio muestral calculado al comienzo del proyecto, considerando
una prevalencia de TBB de 0,6% (SENESA, 2012), para obtener un aislamiento de M.
bovis debian muestrearse 498 6rganos. La unidad en estudio fue el pulmon y el higado
bovino cuyas muestras fueron colectadas entre los aflos 2014 y 2017. Al considerar
entre esos afnos una tasa promedio de decomisos por TB de 0,3% (34.270 bovinos con
LCT), un promedio de faena anual de 11.423.602 animales, se habrian requerido
analizar 998 muestras para obtener un evento (cultivo) positivo (célculo estadistico
realizado con Win episcope 2.0). Sin embargo, luego de procesar 134 muestras se
obtuvo un aislamiento de M. bovis. Al culminar el trabajo se procesaron un total de 216
muestras obteniéndose 5 aislamientos de M. bovis. Esto es sugerente de la existencia
de un subregistro o una subestimacién de la prevalencia real de esta enfermedad en el
ganado bovino. Es necesario considerar que las estadisticas de los organismos
oficiales tienen en cuenta los decomisos por LCT en estos érganos, en frigorificos de
inspeccion federal Unicamente (fiscalizados por SENASA), sin tener en cuenta los
municipales. Es también conocido el hecho que no todos los animales son faenados
en frigorificos oficiales, existiendo la faena clandestina, que hacen que el nimero de
animales positivos que son faenados en frigorificos oficiales sea probablemente menor
al que realmente existe en el pais (Gomez Andrade & Delguy, 2003; Rhades 2010;
Marfil et al., 2018). En este estudio, ademas de ir a distintas carnicerias de CABA y
GBA, se obtuvieron érganos de un frigorifico municipal de la zona oeste de GBA.

Con respecto a la importancia de estos hallazgos en la salud publica, la adquisicion de
infeccion por ingestion de bacilos viables que “escapan” de esta inspeccion no seria la
forma mas frecuente de contraer TB zoondtica. La coccion adecuada de los alimentos
es una buena practica para inactivar microorganismos, entre ellos a las micobacterias.
Sin embargo, la manipulacion de los alimentos crudos o la costumbre de alimentar a
mascotas y animales callejeros o del campo con visceras crudas incrementa el
contagio de estas especies, que al convivir con la poblacién humana se convierten en
una potencial fuente de infeccién. En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado la
presencia de M. bovis en gatos de la CABA (Zumarraga et al., 2009) y la posible
transmision zoonotica a una paciente (Colmegna et al. ,2004). Cabe destacar que en
CABA y GBA el pulmén no es muy consumido por la poblacién, y la presencia de
alimentos balanceados para gatos y perros que, aunque de mala calidad, son muy
economicos, hicieron que la costumbre de alimentar a las mascotas y animales
callejeros con pulmoén (o también llamado bofe) no sea una practica tan comin en
estos tiempos. Sin embargo, en las zonas rurales o de menos recursos esta practica
continda. El higado en cambio, si es consumido por las personas y se puede encontrar

habitualmente en carnicerias de toda la provincia.
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El costo del higado es mas elevado que el del pulmén y es por esto que no es tan
comunmente utilizado para alimentar mascotas. Sin embargo, al procesar los
alimentos, es habitual que los duefios administren las sobras crudas a los animales.
Asimismo, la manipulacion de los alimentos crudos es riesgosa si no se mantienen
medidas higiénicas adecuadas. Los carniceros, trabajadores de frigorifico y
manipuladores de alimentos se encuentran en riesgo de enfermedad (Mertoglu et al.,
2016). Un hombre de 46 afios que trabajaba como carnicero en Francia fue
diagnosticado con TB cutdnea a partir de una herida que no cicatrizaba en una de sus
manos. Sin embargo, luego de ser estudiado mas exhaustivamente, pudo
comprobarse la presencia de LCT en térax (Mertoglu et al., 2016). Esto alerta de la
exposicion de esta profesion, que la via de ingreso de la bacteria, ademas de ser por
contacto, puede ser también aerégena. No solo el riesgo se corre por contacto con M.
bovis, es también importante considerar a las MNT, que pueden estar presentes en el
agua con que el carnicero limpia las mesadas y los cuchillos. Las condiciones
higiénico-sanitarias de los establecimientos que fueron visitados en este trabajo fueron
variadas. Las carnicerias y frigorifico de la zona oeste no se encontraban en
condiciones Optimas de limpieza y cuidado. Por otra parte, los trabajadores de
frigorifico constituyen un grupo de riesgo, ya que durante el eviscerado de los
animales y la revisacién, se exponen a las micobacterias ademas de otros
microorganismos presentes en los bovinos. Ademas, en general no utilizan guantes,
para evitar que las visceras se les resbalen corriendo mayores riesgos de cortes y
lesiones por cuchillo. Tampoco usan otros elementos de proteccién personal como
barbijos ni proteccion ocular, estando en permanente contacto con los aerosoles que
se forman al cortar las reses y los liquidos que salpican cuando revisan los 6rganos.
La presencia de micobacterias patégenas viables en las muestras obtenidas en este
trabajo, demuestra que la exposicion de estos trabajadores y del consumidor es alta y
constituyen una potencial fuente de infecciébn que requiere atencion (Marfil et al.,
2018). Recientemente se reporté un caso de una paciente pediatrica de 10 afios de
edad con tuberculosis pulmonar por M. bovis. La paciente de la CABA no tenia
contacto con animales, ni establecimientos de la industria agropecuaria. El inico nexo
epidemioldgico habria sido el consumo de quesos de venta informal. Sin embargo no
se pudo demostrar que ese fuera el producto que habria actuado como fuente de
infeccion de la menor (Vega, 2018).

En relacion a la tipificacion molecular de los aislamientos, tanto el Spoligotyping como
los MIRU-VNTR diferenciaron a las cepas en el mismo numero de patrones, es decir
que ambas técnicas combinadas no incrementaron su poder discriminatorio en los

aislamientos de M. bovis estudiados. Por Spoligotyping fueron detectados 3
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espoligotipos: SB0140; SB0120 y SB0130. El espoligotipo SB0140 es el més frecuente
entre los aislamientos estudiados de Argentina, habiéndose detectado en una
frecuencia de 46% en un total de 1729 aislamientos de M. bovis estudiados, seguido
por el espoligotipo SB0130 con un 12% (Base de datos IB-INTA, Zuméarraga et al.,
2013). Mientras que el espoligotipo SB0120 representa el 4,9% de los aislamientos.
Siendo que los espoligotipos ya han sido detectados en aislamientos de M. bovis en el
pais en frecuencias considerables, era factible su deteccion en los aislamientos
obtenidos en el presente trabajo de tesis. Por otra parte, en la provincia de Buenos
Aires, los espoligotipos SB0140; SB0120 y SB0130 representan el 40%; 8% y 4%
respectivamente, del total de los aislamientos estudiados de esa provincia (Base de
datos IB-INTA). Por MIRU-VNTR los patrones obtenidos fueron 233324253322,
232214253322 y 232314251212. Si bien la base de datos de MIRU-VNTR del IB-INTA
no cuenta con un gran nimero de aislamientos tipificados como la de Spoligoyping, los
patrones detectados en este trabajo no habian sido detectados previamente. Se ha
intentado establecer la relacién presente entre el genotipo de una cepa y el grado de
lesion que es capaz de producir en los érganos bovinos (Garbaccio et al, 2014). En
este trabajo, se utilizd la técnica de Spoligotyping para determinar el genotipo y se
desarrollé un score macroscéopico de lesiones con base en la observaciéon clinica
(namero, tamanfo, localizacion de LCT y caracteristicas histopatoldgicas). Se logré
determinar que los genotipos que eran mas virulentos y que mayores lesiones
produjeron fueron SB0273 y SB0520, ambos aislados en la provincia de Cérdoba,
ninguno de estos detectados entre las muestras de este estudio. El espoligotipo
SB0140 presentdé un score de lesiones medio (Garbaccio et al., 2014). Nuestro
aislamiento con ese genotipo (Muestra N° 134) presentaba una pequefia LCT
granulomatosa. Sin embargo, en 3 aislamientos obtenidos en una misma zona, que a
su vez compartieron el mismo espoligotipo, no se comportaron de igual forma en lo
que respecta a la presencia de lesiones, habiendo presentado una LCT solo el higado
y no en los pulmones (Muestras N° 179, 182 y 184) (Marfil et al., 2018). Aguilar Ledn y
col. (2009) demostraron que cepas aisladas de diferentes hospedadores y con
diferentes genotipos, caracterizados por MIRU-VNTR y Spoligotyping, generaban
distintas lesiones inmunopatoldgicas.

El modelo murino de virulencia y transmisibilidad es de mucha utilidad para
caracterizar el comportamiento de los aislamientos de M. bovis.

En una experiencia previa, se estudiaron tres cepas de la coleccion de nuestro
laboratorio. Se compar6é una cepa de M. pinnipedii con dos cepas caracterizadas
previamente en el laboratorio, una cepa de baja virulencia (M. bovis 534 aislada de un

bovino) y una hipervirulenta (M. bovis 303 aislada de un jabali) (Aguilar Le6n et al.,

81



DISCUSION

2009; Meikle et al., 2011). A su vez, se realizé la experiencia de transmisibilidad para
las 3 cepas, que no habia sido reportada previamente. M. pinnipedii provocé
esplenomegalia en los animales infectados y se obtuvieron UFC en cultivos de bazo
tanto de los animales infectados como de animales “contacto sanos”, sin embargo no
produjo la muerte en estos Ultimos animales. Se demostr6 la transmision
presumiblemente por via aerdgena de las cepas estudiadas debido a la recuperacion
de las cepas a partir de los pulmones de los animales contactos sanos incluso desde
el primer tiempo de eutanasia (30 dpi) (Marfil et al., 2016 b). A pesar de esto, los
animales que estuvieron en contacto con los infectados por la cepa hipervirulenta no
murieron ni demostraron signologia, como si lo hicieron los animales inoculados con
esa cepa.

M. pinnipedii cobra importancia, ya que es una especie zoondtica y se presume que
habria sido la responsable de la TB en la era Pre-colombina (Bos et al., 2014). Las
cepas que actualmente causan TB en humanos tienen mayor similitud con las cepas
europeas, pero aquellas que produjeron enfermedad en la era Pre-colombina se
agrupaban con linajes de origen animal. Esto fue demostrado a partir de la
comparacion de secuencias de ADN obtenidas de huesos con lesiones compatibles
con tuberculosis halladas en momias peruanas con las de 262 genomas de especies
que integran el CMT, habiéndose detectado 76 SNPs comunes con M. pinnipedii (Bos
et al., 2014). La tuberculosis antes de la llegada de Coldn, habria llegado a América a
través de mamiferos marinos que viajaban desde Africa (Bos et al., 2014).

La cepa N° 134, obtenida de un pulmén junto son sus linfon6dulos tomado en el
frigorifico posteriormente a la inspeccion de rutina del establecimiento, produjo el
desmejoramiento y la muerte de todos los animales inoculados. Los “contactos”, en
guienes se midio la transmisibilidad, no presentaron signologia clinica durante los
meses que durd la experiencia. Tampoco se obtuvieron aislamientos positivos a partir
de los o6rganos de éstos ni se pudo detectar M. bovis en los pools de pulmén
evaluados por PCR-Rv2807. Los valores de citoquinas de estos animales no
demostraron perfiles que indiquen infeccién en ninguno de los ratones de ese grupo.
Con esta informacion, se presume que este aislamiento podria ser hipervirulento, al
haber generado la muerte tan rapida de los animales inoculados (entre 15 y 20 dias
post-inoculacién) y no habria llegado a transmitirse. Futuros estudios seran requeridos
para continuar con la caracterizacion de este aislamiento.

La cepa N° 182, obtenida a partir de un higado con LCT, produjo esplenomegalia en
los animales experimentalmente infectados, pero ningun signo clinico de relevancia.
Los animales evaluados en el TO evidenciaron infeccidn, pero en los restantes tiempos

s6lo de un animal se obtuvo aislamiento positivo a partir de bazo y pulmén en el T60,
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este animal presentd los valores mas bajos de citoquinas. Los animales “contactos
sanos” no presentaron signologia ni patologias evidentes. De un solo animal “contacto
sano” se pudo obtener cultivo positivo a partir de bazo en el ultimo tiempo de
eutanasia (T90 dpi), evidenciando transmision del aislamiento evaluado. Este animal
también present6 valores bajos de las citoquinas. Estos animales no convivieron en la
misma jaula. Se podria considerar que este animal “contacto” tomé contacto con la
micobacteria en los primeros dias de convivencia, cuando el resto de los animales
habian sido inoculados y estaban eliminando la micobacteria de sus organismos.
Pensando en la posible via de transmision, se podria considerar la via digestiva,
puesto que los aislamientos fueron obtenidos a partir de bazo aunque tampoco puede
descartarse la aerdgena. Algunos investigadores referentes en el tema, asocian la
localizacién de lesiones con la via de entrada del patégeno (Ana Canal, comunicacion
personal en la AAVLD 2018; Serrano et al., 2018). El contacto con materia fecal de los
animales infectados por parte de los contactos sanos podria representar una
importante via de transmisién. Sin embargo, no se puede descartar que la bacteria
haya entrado por la via respiratoria y luego se haya diseminado. Este aislamiento
podria ser considerado de forma preliminar como de virulencia baja y transmisible,
pero se requerirAn nuevos ensayos con mayor nimero de animales y una curva de
sobrevida para poder caracterizar este aislamiento.

Un aspecto a destacar fue que la esplenomegalia se observé en todos los animales
inoculados con la cepa N° 134, la cepa de referencia AN5 y especialmente con la cepa
N°182, asi como también con la cepa hipervirulenta 303 y con M. pinnipedii en una
experiencia anterior (Marfil et al., 2016 b). Esta caracteristica no fue observada en
ninguno de los casos de los animales “contactos sanos”.

Es interesante el hecho que la cepa N° 134 y las cepas de coleccion evaluadas M.
bovis 303 y M. bovis 534, posean el mismo espoligotipo y sin embargo, se hayan
comportado de manera diferente en su virulencia. Si bien las 3 compartian el
espoligotipo SB0140, el mas comunmente aislado en el pais, demostraron diferencias
en su virulencia, siendo mas virulentas 2 de ellas (cepas N° 134 y M. bovis 303).

Con respecto a las citoquinas utilizadas para caracterizar la infeccion, INF-y indica una
respuesta del tipo celular, mientras que IL-4 se ve mas representada en aquellas
respuestas humorales y suele estar aumentada en la progresion de la enfermedad.
TNF aumenta por mdltiples causas, pero estd asociado a una respuesta pro-
inflamatoria como INF-y. En esta experiencia, se pudo observar que los niveles de
todas las citoquinas fueron mayores en los animales experimentalmente inoculados
respecto del grupo sin infectar, los “contactos sanos”. Se observé una tendencia

marcadamente pro-inflamatoria con mayores niveles de INF-y y TNF, con niveles
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basales de IL-4 en todos los animales. Los animales infectados con la cepa N° 134
fueron los que tuvieron niveles mas bajos de INF-y entre los experimentalmente
infectados. Esto puede ser debido a que la enfermedad se comportd de forma aguda y
los animales no pudieron montar una respuesta inmune adecuada. Cabe destacar que
los valores para estos animales fueron tomados al dia 16 de la experiencia, puesto
que empezaron a morir y por razones éticas debieron ser eutanasiados. Asi también,
solo 6 animales de los 15 originales pudieron ser eutanasiados a tiempo para poder
colectar sus bazos y procesarlos, el resto de los animales murieron durante la
experiencia. Los pulmones y bazos igualmente fueron cultivados salvo en 3 animales
en los que esto no pudo ser posible debido a los signos post-mortem que presentaban.
La resistencia a drogas y su asociacion con ciertos genes ha sido ampliamente
estudiada desde 1992, cuando Zhang relacioné las mutaciones en el gen katG con la
resistencia a INH (Zhang et al., 1992). Sin embargo, no todas las mutaciones en genes
asociados a resistencia contra drogas pueden ser detectadas por métodos
moleculares. Mas importante adn, no todas las mutaciones en esos genes se traducen
en resistencia. Como la especificidad de las técnicas moleculares no es del 100% para
todas las drogas, es necesario realizar el método de susceptibilidad a drogas basado
en cultivo para llegar a un resultado mas certero de estas resistencias (Lin &
Desmond, 2014).

Existen distintos métodos moleculares para la identificacion de las resistencias a
antibiéticos, basados en la deteccion con sondas o por secuenciacion, revelando la
identidad de la mutacion (Lin & Desmond, 2014). Ejemplos de esos métodos son el
Line Probe Assay (LiPA) y el GenoType MTBDR plus (Morgan et al., 2005; Viveiros et
al., 2005; Imperiale et al., 2014; Theron et al., 2014). El BACTEC MGIT 960 es un
sistema automatizado de cultivo que detecta el consumo de oxigeno por fluorescencia.
Para el ensayo de susceptibilidad a drogas, la cepa sensible es aquella que al no
desarrollar en presencia de antibiéticos y no consume oxigeno. Este método puede ser
usado para realizar primocultivo y posteriormente realizar la prueba de sensibilidad a
drogas. El MGIT® 960 SIRE kit (Becton Dickinson, Argentina) es un kit que detecta
directamente la sensibilidad o resistencia a las 4 principales drogas de utilidad para el
tratamiento. Varios reportes de brotes causados por M. bovis multirresistente en
pacientes con HIV han sido comunicados en paises de Europa, donde destacan que la
resistencia a antibioticos fue dada principalmente por presion de seleccién ante la
utilizacion de antibiéticos en forma inadecuada (Blazquez et al., 1997; Guerrero et al.,
1997; Bouvet et al., 1993). Poca informacion se ha obtenido en lo que respecta a la
resistencia de aislamientos de M. bovis obtenidos de bovinos. En la mayoria de los

casos no se ha detectado resistencia a drogas antituberculosas salvo a pirazinamida
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(2), ya que M. bovis es naturalmente resistente a Z (Konno et al., 1967). Esta droga es
utilizada con frecuencia en los tratamientos de TB en humanos en combinacion con
rifampicina (RIF) e incluso ha sido utilizada para distinguir M. tuberculosis de M. bovis
en caso de sospecha en aislamientos en humanos. En el norte de Italia se pudieron
detectar aislamientos de bovinos multirresistentes, presentando resistencia a RIF e
INH (Chang et al., 2010).

En el presente trabajo de tesis, se estudio la resistencia a antibioticos en 3 de los
aislamientos de M. bovis que pudieron mantenerse viables en condiciones de
crecimiento in vitro. Como dato relevante, la cepa de M. bovis N° 184 fue resistente a
INH, resistencia detectada mediante los dos métodos fenotipicos evaluados. Sin
embargo, la técnica molecular aqui utilizada, basada en multiplex PCR (MAS-PCR), no
evidencié las mutaciones en los genes asociados a resistencia. A su vez, la cepa M.
bovis N°134, se comporté como multirresistente al ser evaluada por los métodos
fenotipicos, demostrando resistencia a RIF, INH, SM y EMB. Sin embargo, la técnica
de MAS-PCR tampoco detectd la resistencia genotipica asociada. Esto podria
explicarse considerando que ambas cepas podrian presentar una mutacién diferente a
las contempladas en el disefio del método molecular el cual incluye 3 mutaciones en
rpoB (codones 516, 526 y 531) para RIF y para la resistencia a INH, mutaciones en los
genes inhAP-15 y katG 315. Otros autores coinciden en que éstos métodos tienen sus
limitaciones en lo que respecta a la sensibilidad y especificidad de la técnica, que llega
al 100%, ya que contempla solo las mutaciones mas frecuentes, ademéas de no estar
disponibles para todas las drogas (Lin & Desmond, 2014). Esto remarca la importancia
de evaluar la susceptibilidad a drogas por varios métodos como los fenotipicos o los
moleculares basados en la secuenciacion ya sea de genes de interés o de genomas
(Next Generation Sequencing) (Lin & Desmond, 2014).

Hay que considerar que la resistencia a antibiéticos que adquieren las micobacterias
en general es debida a presion de seleccion durante el tratamiento con antibioticos.
Los animales domésticos no son tratados contra la tuberculosis, lo cual abre un
abanico de posibilidades a la hora de considerar las posibles causas por las cuales
estas mutaciones se adquieren y se fijan en el genoma de la micobacteria aislada. Por
un lado, pudo haber sucedido que el bovino haya adquirido una cepa resistente de un
tambero que fue tratado contra M. bovis. Otra teoria posible es que las mutaciones al
azar y microevolucion de las micobacterias, se reflejen en mutaciones en genes de
resistencia. Esto es interesante ya que se conoce que la tasa de mutacion en M. bovis
es similar a la de M. tuberculosis. En un estudio realizado por Navarro y col., se
demostré la microevolucion de aislamientos de M. bovis, la cual generaba variantes

clonales nuevas en un 50% de la poblacién en estudio, que eran bovinos naturalmente
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infectados. El periodo de estudio fue de 12 meses, lo que denota la rapidez con que
estos cambios pueden darse, generando variantes clonales mas adaptadas. Esta
variabilidad no se relacionaba con ningun espoligotipo particular (Navarro et al., 2016).
Como caso emblematico de resistencia de M. bovis, entre los afios 1993 y 1995, en
Espafa se registraron dos brotes epidémicos ocasionados por una cepa de resistente
a once drogas en pacientes humanos infectados con el virus de la inmunodeficiencia
humana (Blazquez et al., 1997; Samper et al., 1997).

Ante la obtencién de un aislamiento de M. bovis, y teniendo en cuenta su rol zoonético,
es de interés realizar la identificacién de posibles resistencias a tuberculostaticos. Por
este motivo, los hallazgos del presente trabajo sustentan la necesidad del desarrollo
de herramientas moleculares que permitan identificar nuevas variantes asociadas a
resistencia al tratamiento. Otro dato de relevancia es que la técnica de MAS-PCR ha
sido puesta a punto para aislamientos obtenidos a partir de humanos (incluyendo M.
tuberculosis y M. bovis).

Como antecedente, en Espafia, entre los afios 1950 y 1960, era comun la
administracién de INH al ganado para promover su crecimiento, practica que podria
haber facilitado en ese pais la aparicién de mutantes resistentes a la droga (Romero et
al., 2006). En nuestro pais, no hay reportes al respecto, aunque no podria descartarse.
Colegas veterinarios han reportado el tratamiento de bovinos con INH en algunas
zonas de la provincia de Cérdoba. Si bien no estd fehacientemente comprobado, se
consideraria de particular interés ante la casuistica del presente trabajo (Reunion de la
comision de Micobacterias, Asociacién Argentina de Veterinarios de Laboratorios de
Diagnéstico, 2018).

En aislamientos de animales silvestres o domésticos, el tema ha sido poco explorado,
sin embargo existen en nuestro pais reportes en aislamientos de un bovino y un cerdo,
que presentaron resistencia a INH (Comunicacién personal Dra. Barandiaran).

En la Argentina, en las areas de diagnéstico y vigilancia epidemiol6gica se cuenta con
la Red Nacional de Laboratorios coordinada por la Administracion Nacional de
Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS) “Dr. Carlos Malbran” y el Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias “Dr. Emilio Coni”, ubicados en la Ciudad Autdbnoma de
Buenos Aires y Santa Fe, respectivamente, que sumados a centros de referencia
provinciales como el hospital Dr. Antonio Cetrangolo; constituyen los laboratorios para
la identificacion de aislamientos resistentes a drogas anti-tuberculosas.

En lo que respecta a las MNT encontradas en los pulmones evaluados, consideramos
que si bien no son zoonoticas, es importante considerarlas ya que pueden ocasionar la
enfermedad en personas o animales inmunosuprimidos. Ademdas, como las MNT

suelen presentar resistencia a los antibidticos “de primera linea” usados en el
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tratamiento de la TB, su incorrecta identificacion puede conducir al mal manejo del
paciente enfermo prolongando el tiempo de tratamiento (Imperiale et al., 2012). Las
especies aisladas en este trabajo se han reportado en bibliografia como casos
asociados a enfermedad en pacientes principalmente inmunosuprimidos. M.
intracellulare ha sido descripta como causante de enfermedad en pacientes con HIV,
fibrosis quistica y cancer de pulmoén (Hoza et al., 2016; Martinano et al., 2019; Garg et
al., 2018) pero también ha sido aislada de agua en saunas y en pacientes con
enfermedad pulmonar que habian estado expuestos al vapor en saunas (Hanak et al.,
2006). Es comunmente aislada de tracto respiratorio de pacientes enfermos pero no
siempre tiene implicancias clinicas para ellos. M. insubricum es una micobacteria de
crecimiento lento y sensible a antibidticos, se la ha detectado en al menos 5 casos
clinicos en humanos con sintomatologia respiratoria. Sin embargo, los autores llegaron
a la conclusién que no eran los causantes primarios de la enfermedad (Tortoli et al.,
2009; Tortoli et al.,, 2014). M. nonchromogenicum esta ampliamente citada en la
bibliografia como causante de inmunidad cruzada durante el diagnéstico de TBB (Biet
& Boschirolli, 2014; Jenkins et al., 2018), asi como también como contaminante de la
leche bovina (Sgarioni et al., 2014; Bolafios et al., 2018). Asimismo, en humanos ha
sido reportada desde la década del 80' como causante de enfermedad pulmonar
(Tsukamura et al., 1983). M. septicum también ha sido identificada como causante de
enfermedad pulmonar en humanos o produciendo abscesos en piel (Adekambi et al.,
2006; Lian et al., 2013; Miki et al., 2010). M. kansasii ha sido aislada de agua y suelo,
pero también se la ha relacionado a casos de enfermedad pulmonar en individuos
inmunosuprimidos o con enfermedades pulmonares asociadas (Lillo et al., 1990). Al
conservar los genes que codifican para ESAT-6 y CFP-10, podria llegar a interferir en
el diagndstico por IDR en el ganado bovino (Wang et al., 2015).

La utilizacion de los genes ARNr 16 S, rpoB y hsp65 en combinacion, permitié definir
con mayor certeza la identidad de la MNT. De todos los aislamientos, sélo uno (N°
143) resulté no pertenecer al género Mycobacterium, sino que se lo identific6 como
Corynebacterium sp. que también es positivo a la tincion de Ziehl-Neelsen. En el caso
de las muestras N° 4 y 60, cuya amplificacién del gen rpoB no rindié un producto en
suficiente concentracion para poder secuenciarse, su identificacion se basé en el
resultado de la comparacion de las secuencias de los otros genes, siguiendo el criterio
preestablecido para la determinacion de la identidad de las MNT (Monteserin et al.,
2016).

Con respecto al aislamiento N°179, tenemos evidencias suficientes para confirmar la
co-existencia de M. bovis y M. kansasii en el cultivo obtenido a partir del pulmon y sus

linfonodulos, del que fue tomada la muestra. Esto podria explicaria una posible co-
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infeccidn. Originalmente, el crecimiento en el medio de Stonebrink presentd un color
amarillo-anaranjado, esta colonia, como todas las otras MNT fue sometida a PCR |IS-
6110, dando un resultado positivo y su genotipificacion se continué por Spoligotyping y
MIRU-VNTR pudiéndose caracterizar correctamente. A su vez, intentamos repicarla en
medio de cultivo sintético, para continuar con la caracterizacion del aislamiento como
lo hicimos con las restantes M. bovis. El aislamiento no presenté la coloracién que
inicialmente tuvo en el medio Stonebrink, desarrollando un gran crecimiento en este
medio. A pesar de haberlo intentado en reiteradas oportunidades, el aislamiento de M.
bovis se perdi6 al pasar a un medio sintético puesto que M. kansasii, al tener menos
requerimientos que M. bovis, crecio antes y desplazé competitivamente a M. bovis.
Debido a que M. kansasii puede interferir en el diagnéstico de la TBB, se decidié
realizar la secuenciacion del genoma de este aislamiento.

La secuenciacion del genoma completo nos permitié confirmar su identidad como M.
kansasii por comparacién con las secuencias disponibles en la base de datos. Se
requerira de un nuevo cultivo a partir del tejido original en medios y temperaturas
especiales para lograr la separacion de las 2 cepas (M. bovis y M. kansasii). En la
secuenciacién de este aislamiento pudimos comprobar la presencia de los genes que
codifican para las proteinas ESAT-6 y CFP-10, cuya presencia podria implicar un falso
positivo en la IDR de animales infectados con esta MNT en lugar de M. bovis. Se pudo
comprobar a su vez, que su genoma presentaba un ordenamiento muy similar de sus
genes respecto del de la cepa de referencia, pero no poseia el plasmido descripto en
la misma. En la comparacion mediante Breseq con M. bovis, presentd varios SNPs en
genes relacionado con la resistencia a antibioticos. Consideramos que estas
mutaciones son de interés para ser incorporadas en kits diagnésticos o basados en
métodos moleculares, para de esta forma mejorar la identificacion de cepas
resistentes de M. bovis, siendo que esta documentado que las MNT suelen presentar
drogo-resistencia (Imperiale et al., 2012).

Los aislamientos obtenidos de M. bovis obtenidos en esta tesis son de importancia
para la salud publica por tratarse de una especie zoonética, que podrian haber
actuado como fuentes de infeccion en la comunidad, particularmente en aquellas
personas que estuvieran en contacto con los 6rganos de donde se aislaron
(trabajadores del campo, personal de frigorifico, carniceros y consumidores) como asi
también de mascotas que podrian haber ingerido el alimento. El hecho que 2 de estos
aislamientos hayan presentado resistencia a antibidticos de primera linea de
tratamiento es alarmante vy dificil de atribuirle una explicacion y resalta la importancia
del concepto de trazabilidad del origen de los alimentos, poco frecuente en nuestro

pais. Asimismo se requiere continuar con la evaluacion de susceptibilidad a drogas de
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nuevos aislamientos para dilucidar si se traté de un hallazgo puntual o si es una

situacion mas frecuente de encontrar.

Si bien la erradicacién de la enfermedad de los rodeos es fundamental para lograr

reducir el numero de animales con lesiones que lleguen al frigorifico, a partir de los

resultados obtenidos en este trabajo de tesis en el que se demostré la presencia de M.

bovis viable en 6rganos comercializados en carnicerias de CABA y GBA, que

constituyen escapes al sistema de control e inspeccion, se propone:

a)

Incrementar la capacitacion y el entrenamiento del personal de fiscalizacion
bromatoldgica de frigorificos (nacionales, provinciales y municipales) para la
identificacion de LCT, aportando a mejorar la vigilancia epidemiolégica de la
TBB.

b) Confirmar la presencia de LCT mediante cultivo y tipificacibon molecular,

d)

determinando ademas el perfil de drogo-resistencia y adoptar las medidas
sanitarias y sanciones pertinentes en el establecimiento de origen.

Remarcar en la poblacién mediante campafias de difusién, la importancia de la
cocciéon de los alimentos, aun cuando son administrados a las mascotas, ya
gque esta medida representa la Gltima barrera de proteccion.

Incrementar la comercializacion de alimentos carnicos envasados, con
identificacion de origen para su trazabilidad, reduciendo asi el fraccionamiento
en las carnicerias minoristas y minimizando la posibilidad de venta de

alimentos sin control provenientes de faena clandestina.

Estas acciones y/o medidas propuestas constituirian una nueva estrategia del Plan

Nacional de Control y Erradicacion de la Tuberculosis bovina en nuestro pais.
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Conclusiones

Se demostrd la presencia de M. bovis viable en 6rganos comercializados en
carnicerias, que evidencian la existencia de escapes al sistema de vigilancia

bromatoldgico de rutina, debido a caracteristicas inherentes a la enfermedad.

Se reporto la frecuencia de las micobacterias patdgenas y ambientales presentes
en este tipo de muestras mediante la identificacion y tipificacion por técnicas
moleculares.

Se secuencio el primer genoma de M. kansasii aislado a partir de un pulmoén
bovino comercializado en una carniceria, que contribuira a establecer la

importancia de esta micobacteria en el sector pecuario.

Las mutaciones no sinénimas detectadas en los genes asociados a la drogo-
resistencia, virulencia y en genes utilizados con fines diagnésticos, contribuiran a

mejorar las técnicas moleculares utilizadas actualmente.

La deteccién de cepas salvajes de M. bovis resistentes a drogas de primera linea
utilizadas en el tratamiento de la tuberculosis humana, es un hallazgo de
importancia para la Salud Publica, siendo que la busqueda de drogo-resistencia
en el ambiente veterinario es una practica poco frecuente. La discordancia entre
los métodos fenotipicos y moleculares remarca la importancia de su utilizacion
combinada, ya que estos ultimos contemplan Unicamente a las mutaciones que

generaran resistencia con mas frecuencia.

El modelo murino de transmisibilidad fue eficiente para demostrar la transmision
de distintas cepas de M. bovis. La variabilidad en la virulencia y transmisibilidad en
las cepas de M. bovis evaluadas, pueden conducir a la manifestacion de distintos
escenarios epidemioldgicos de la enfermedad tanto en Salud Publica como

veterinaria.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, contrastaron y confirmaron

las hipétesis propuestas y han generado informacién que podra contribuir tanto

a mejorar como a disefiar nuevas estrategias para afrontar la problematica de

la enfermedad en la Argentina en apoyo al sector pecuario del pais en el marco

del Plan Nacional de Control y Erradicacion de la Tuberculosis bovina,

aportando ademas al concepto de “Una Salud”.
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