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Gracias a esta nueva técnica desarrollada por el INTA y el
Ministerio de Produccion santafesino, el Estado ahora tiene
una herramienta mas para mantener a raya a la TBB. Otras
provincias podrian acceder a esta técnica aplicada en tambos.

Por Felicitas Terreno

Por afo se pierden cerca de 63 mi-
llones de délares en la Argentina
a causa de la Tuberculosis Bovina
(TBB), una enfermedad que afecta al
0,6 por ciento de esos animales. Esa
cantidad de dinero se calcula en base
a la pérdida de peso en los bovinos (36
por ciento), las pérdidas en produccion
de leche (13 por ciento del total) y el
decomiso en mataderos y mataderos
(10 por ciento)*. Por este motivo no
es raro pensar que esta enfermedad
zoonotica repercuta fuertemente tanto
en la economia de una determinada
region como en sus sistemas de Salud
Publica.

Segun la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE, por sus siglas
en inglés), se trata de una enfermedad
cronica de los animales que ocasiona
un deterioro de su estado general de
salud y puede afectar practicamente a
todos los mamiferos, incluido al ser
humano. Hasta los afos 20, cuando se
comenzaron a aplicar medidas de con-
trol, era una de las principales enfer-
medades de los animales domeésticos.

El coordinador del area de biotecno-
logia pecuaria del Instituto de Biotec-
nologia del INTA Castelar, Angel Catal-
di, asegura que en la Argentina, la TBB
“tiene una prevalencia bastante impor-
tante, aunque en franco descenso” ya

rodeos lecheros. Rev Arg Med Vet. 69 (1): 36-43.
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que “entre el tres y el cinco por ciento
de los bovinos estarian infectados”.

Por ello es que el SENASA, en su re-
solucion 128/2012, presentd un nuevo
plan de control y erradicacion de la
Tuberculosis Bovina para “la totali-
dad de los tambos y cabafias de leche
de bovinos, caprinos y ovinos, y las
cabafas de carne de bovinos y capri-
nos” del pais. Basicamente, este plan
consiste en la realizacion periddica de
la prueba tuberculinica, (considera-
da como el “procedimiento basico de
diagndstico para reconocer a los ani-
males infectados en el rodeo”) y la eli-
minacion a faena de los reaccionantes
positivos.

PCR para vigilancia regional

No obstante, ademas de este test, el
organismo de control recomienda apli-
car programas regionales que utilicen
algun tipo de sistema de vigilancia
epidemiolégica que se sume a los
controles que ya se realizan obligato-
riamente en mataderos y frigorificos.

En este sentido, el INTA y el Ministe-
rio de la Produccion de la provincia de
Santa Fe desarrollaron una metodolo-
gia para determinar la presencia de
bacilos de TBB en leche vacuna para
ser aplicado en tambos.

* Nader, A.; Husberg, H. (1988). Estimacion de pérdidas de produccién por tuberculosis bovina en
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Segun recuerda Cataldi, “nos reuni-
mos con comparnieros del INTA Rafae-
la y de la Direccién de Sanidad Animal
del Ministerio para ver si podiamos po-
ner a punto algun método por el cual
se haga un screening de TBB me-
diante muestras de leche de tanque
de un tambo para tener una idea de
todo el rodeo.”

Asi, uno de los investigadores del
Instituto de Biotecnologia del INTA
Castelar, Martin Zumarraga, recuerda
que “la puesta a punto del método fue
una larga tarea”.

Es que la leche, por su composicion,
constituye una muestra compleja que
requiere de un tratamiento especial
para poder ser analizada por métodos
moleculares. “Para detectar Mycobac-
terium bovis con un método rapido,
sensible y especifico, se evaluaron
distintos protocolos entre los que se
encontraba la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés)’, sefiala el inves-

Tuberculosis Bovina bajo control

Referencias:

departamentosscit
[ Distritos sin datos tuberculosis Bov 2012.5hp

Tuberculosis_5F_2013_b.shp

B 5a-w00
[ 13-50
B o1-10

0.0 - 0.0

DHSTRITODS EM GRIS= SIN DATOS

Fusme

Dt SEMASH, fena én higanficos, oy

Anblii: Lab. Diggnistic e Investigaciones Agrop
e la Sub-fr, Gral de Ganaderia y Sanldad Animal;
5 Enloemdtica v Dir. Gral, de 5

| ac. del MINISTERID DE L& PRODE

tigador que trabaja bajo la direccion
de Cataldi.

Por su parte, la jefa de la division In-
munologia del laboratorio de Diagnds-
tico e Investigaciones Agropecuarias
del Ministerio, Adriana Soutullo, co-
menta que la aplicacion de esta técni-
ca era “un desafio” ya que “sabiamos
que M. bovis estaba en muy pocas
cantidades en la leche”. No obstante,
también sabian que “la PCR es una
fotocopiadora bioldgica, por lo tanto,
en bajas cantidades uno puede detec-
tar igual al microorganismo”.

Inicialmente, el equipo estudié leche
cruda contaminada artificialmente con
bacilos de una cepa de M. bovis y, a
partir de distintas innovaciones a los
protocolos existentes, lograron de-
tectar hasta tres unidades forma-
doras de colonias. Luego se realizé
la evaluacion del método en muestras
individuales de leche de vaca “y, como
se obtuvieron resultados alentadores,
surgio la idea de su aplicacion en le-
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TBB: HECHOS CLAVE SE NECESITA

* En 1881 Robert Koch descubri6 que el bacilo alojado en los EL COMPROMISO
tubérculos era el causante de la tuberculosis y, en 1898, fue DE TODOS PARA EVITAR
descrita la bacteria M. bovis. LA EXPANSION DE LA TBB
* La pasteurizacion de la leche procedente de animales in- A ZONAS NO AFECTADAS

fectados acab6 en gran medida con la propagacion de la tu-
berculosis bovina en las poblaciones humanas.

® La campana para eliminar la TBB supuso un gran incentivo
para la creacion y el desarrollo de los servicios veterinarios
de muchos paises.

* Aunque en la mayoria de los paises desarrollados la enfer-
medad esta bajo control, la persistencia de la infeccion en
animales salvajes complica el objetivo de lograr su completa
eliminacion.

® En muchos paises en desarrollo, la TBB aiin representa un
grave problema para la salud de personas y animales.

O EN RECUPERACION.

(Fuente: Fichas de informacion general sobre enfermedades animales -TBB-OIE).
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Deteccion de tuberculosis bovina

con analisis de ADN en leche

AMPLIFICACION DE ADN POR PCR

La técnica permite la identificacién y amplificacion in vitro
de un fragmento especifico de ADN entre varios genes.

TOMA DE MUESTRAS

Se toman muestras de leche en el tambo.
Se identifica cada muestra con el
ejemplar de origen de la leche colectada.

El desafio es encontrar un fragmento de ADN del bacilo Mycobacte-
rium bovis, replicarlo y hacer copias suficientes para el test.
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OBJETIVO DEL TEST CICLO COMPLETO DE PCR

Verificar con certeza si la
muestra contiene ADN de
Mycobacterium bovis, la
bacteria que causa la
tuberculosis bovina.

Estos tres pasos se realizan de manera automética en un termociclador,
un instrumento que permite programar las variaciones de temperatura.

AMPLIFICACION EXPONENCIAL

CICLO 1 CICLO 2 CiCLo3

Se repite el ciclo
30 veces para
hacer copias del

30 CICLOS

/Q\ ® 5
ADN. En cada Q\ P Millones de
ciclo se duplica Gende @/

Para la toma de la muestra en el tambo es muy importante
seguir un procedimiento adecuado con el fin de evitar una

copias del
ADN

contaminacién que afectarfa el resultado final del test.

ENTRE EL TRES
Y EL CINCO POR CIENTO
DE LOS BOVINOS
ESTARIAN INFECTADOS
DE TBB EN LA ARGENTINA.

la cantidad.

che de tanque de tambo para la identi-
ficacion de rodeos lecheros con TBB”,
explica Zumarraga.

La técnica de PCR sirve para ampli-
ficar un fragmento de ADN a partir de
una muestra minima, por lo que suele
ser muy utilizada en la identificacion
de virus y bacterias causantes de una
determinada enfermedad. La que se
utiliza en Santa Fe tiene una sensibi-
lidad y especificidad muy alta, ya que
esta disefiada para detectar sélo el
patégeno buscado y no otro.

El hecho de poder detectarlo en
muestras de tanques de leche sirve
como una buena fuente de informa-
cion para saber si ese rodeo esta in-
fectado, por lo cual la PCR se convier-
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M. bovis

te en una técnica adecuada para llevar
un control del estado sanitario del
establecimiento.

En este sentido, la entonces direc-
tora de Sanidad Animal del Ministerio,
Ana Maria Canal, sefhala que “dentro
del plan regional que se aplica en la
provincia, incluimos la posibilidad de
poder realizar esta técnica en leche
no como diagndstico, sino como prue-
ba de vigilancia complementaria que
apoya al productor para el seguimiento
del plan sanitario dentro de su estable-
cimiento. O sea, se utiliza para ayudar
al sistema a detectar y bajar la preva-
lencia de la TBB mas rapidamente”.

Soutullo asegura que la PCR es “una
herramienta desde el punto de vista
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La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) amplifica un fragmento de ADN a
partir de una muestra minima. Suele ser muy utilizada en la identificacion de microorganismos

causantes de enfermedades infecciosas. En Santa Fe y en Buenos Aires se usa para detectar
al bacilo que causa la Tuberculosis Bovina (TBB), a partir de una muestra del tanque de leche.

VISUALIZACION DE
LA MUESTRA DE ADN

Los genes obtenidos no son visibles
al ojo humano. Para poder verlos se
colocan en un gel con un colorante
especifico y se someten a electrofo-
resis. El colorante “tifie” sélo las
moléculas de ADN y asi permite la
visualizacién de los genes.

Muestras

Genes
mis largos

Genes
mads cortos

Al colocar el gel en un transilumina-
dor con luz ultravioleta se pueden
ver los genes en forma de “barras”.

En el gel, por efecto de la corrida
electroforética, los genes se alejan
de la muestra segtin su longitud:
cuanto més corto sea el gen, més
alejado hacia el extremo inferior.

estatal” debido a que “con una mues-
tra de leche la deteccién de M. bovis
es mas rapida y se puede tener un
‘pantallazo’ del rodeo”, aunque advier-
te que luego “sera competencia del ve-
terinario” ver cual de esas vacas esta
infectada.

Es que esta técnica no reemplaza
a la prueba tuberculinica que solici-
ta de manera obligatoria el SENASA
en su plan de erradicacion, sino que
es una herramienta importante para
control epidemiolégico dentro de una
determinada region, util para indicar si
las acciones realizadas hasta el mo-
mento han surtido efecto o no.

Canal aclara que “la idea del Ministe-
rio no es realizarla sobre los estableci-

RESULTADO DEL TEST

COLUMNAS

Las aparicion de barras en el gel y su ubicacién determi-
nan si la muestras analizadas son positivas o negativas.

Cada columna corresponde a una muestra distinta:
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en cantidad : resultado : positivos
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cion.

mientos positivos (porque esas vacas
ya fueron detectadas con la prueba de
tuberculina), sino sobre los negativos
para tratar de identificar si en ese esta-
blecimiento existe algun animal anér-
gico que no pudo responder a la prue-
ba pero que permanecio en el rodeo y
elimina bacilos por leche”.

El peligro de esto radica en que
‘dado que es una enfermedad de
evolucion lenta y pueden pasar me-
ses (o incluso afnos) hasta que el ani-
mal infectado muere, un solo ejemplar
puede transmitir la enfermedad a mu-
chos otros componentes del rebarfio
antes de manifestar los primeros sig-
nos clinicos”, segun indica un docu-
mento de la OIE.
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LA NUEVA TECNICA
NO REEMPLAZA
A LA PRUEBA
TUBERCULINICA, SINO
QUE SIRVE PARA CONTROL.
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PRIMER MUESTREO POR PCR EN SANTA FE

El uso de la técnica PCR para la deteccion de tuberculosis
bovina (TBB) en Santa Fe se oficializo mediante la resolucion
949/2012, por lo que esa provincia es la Gnica que utiliza
esta herramienta para la vigilancia epidemiolégica de esa
enfermedad.

Este plan fue aceptado por el SENASA debido a los trabajos
que se han realizado afios anteriores y que han permitido

recabar una cantidad importante de datos de calidad.
Algunos datos del primer muestreo:
¢ 10 departamentos de Santa Fe fueron relevados

¢ 257 tambos fueron evaluados

- 177 tenian certificaciéon “libre” de TBB, sin embargo
un 38% no eran “libres” (TBB por PCR dio positivo), el
resto (62%) si lo eran (TBB por PCR dio negativo).

- 80 no tenian esa certificacion, y en 40% de los tam-
bos PPD(-), la PCR dio positiva.

En el primer muestreo que se realizé
con PCR en Santa Fe, se estudiaron
257 tambos, de los cuales 177 tenian
certificacion de “libres” y 80 no. Lo
que se encontré es que el 38 por cien-
to de ellos no eran tan “libres” como
parecian...

Canal explica que existen ocasiones
en las que los animales tienen las de-
fensas tan bajas que no reaccionan a
la prueba oficial. Aun asi, ella asegura
que “con la PCR se pudo demostrar a
los profesionales, a los productores y
al Sistema que existian tambos que a
pesar de tener un certificado de ‘libre’,
contenian bovinos infectados”.

Para Soutullo esto es mas bien una
cuestion “psicosocial” ya que “cuando
las personas sienten que el Estado no

Tuberculosis Bovina bajo control

vigila nada, piensan que pueden hacer
lo que quieran” y advierte que “ahora
contamos con una lupa mas grande
para luchar contra la TBB”.

La pelea empieza por casa

Enfrentar una mayor prevalencia
de esta enfermedad en una provincia
es un sélo paso, aunque importante,
destinado a erradicar la TBB del pais.
Pero para lograr ese objetivo se nece-
sitara un compromiso de todos los
involucrados en el sistema produc-
tivo: desde los duefios de cabafas,
tambos y demas establecimientos
hasta los funcionarios de los 6rganos
de control sanitario. Cada uno es un
eslabén fundamental de una cadena
que no debe romperse.
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La falta de planes regionales de vigi-
lancia epidemioldgica de TBB en otras
provincias repercute en la expansion
de la enfermedad hacia zonas no
afectadas o en recuperacion.

Segun explica Soutullo, “la barca es
una sola, y por mas que Santa Fe se
esmere y cuente con fuertes decisio-
nes politicas y componentes técnicos
que acompafien el programa regional,
es inevitable que ingrese hacienda de
otras localidades donde las acciones
no son tan marcadas”.

Y, si bien la normativa del SENASA
establece que se encuentra prohibida
la venta de animales que hayan salido
positivos en la prueba de tuberculina,
“poner en un protocolo ‘positivo’ 0 ‘ne-
gativo’ solo depende del movimiento

de la mano”, asegura Canal, quien
advierte que “sin ética profesional ni
responsabilidad, se puede cometer un
grave problema”.

Hoy Santa Fe es la unica provincia
que posee escrito un plan regional de
lucha contra la TBB. Alli, todos los
sistemas productivos estan obligados
a realizar un control ya que conviven
muy cercanos unos de otros. En el
caso de los tambos, por primera vez
se utiliza la PCR para mantener vigila-
do al rodeo lechero.

La ex funcionaria aclara que esta
técnica sirve para detectar posibles in-
fecciones que quizas pasan desaper-
cibidas por los profesionales y produc-
tores. “Con ella nos adelantamos a
la enfermedad: si la podemos captar
cuando ingresa o hay baja prevalen-
cia, le damos una mano enorme a ese
profesional y a ese productor para que
trate de cortar la transmisién de la en-
fermedad”, sefala.

Por ese motivo es que seria impor-
tante que esta herramienta de control
desarrollada por el INTAy el Ministerio
de Produccion santafesino se expanda
hacia otras provincias que deseen
mejorar sus mecanismos de control
sanitario de TBB con el fin de erradicar
esta enfermedad que se encuentra tan
arraigada en la Argentina.
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En este sentido, Soutullo asegura
que “no solo basta con tener una bue-
na técnica en la mesada de un labora-
torio si no pasa tranqueras adentro” y
asegura que por ese motivo “las herra-
mientas que tratamos de generar son
realmente Utiles”.

Asimismo, Cataldi considera que
para el INTA “es una satisfaccion” lle-
var adelante un desarrollo que sea uti-
lizado. “Es el propdsito que uno tiene:
que no quede en un paper, sino que
sea social, econdmica y politicamen-
te aprovechable”, destaca, al tiempo
que concluye que “siempre pensamos
en la Ciencia y la Tecnologia aplicada
desde la concepcion”.

Mas informacién:

Angel Cataldi - Coordinador de Biotecnolo-
gia Pecuaria del Instituto de Biotecnologia
del INTA Castelar.

Maria Ana Canal - Profesora Asociada Pato-
logia Veterinaria. Facultad de Ciencias Ve-
terinarias. Universidad Nacional del Litoral.
Adriana Soutullo - Jefa de la division Inmu-
nologia del laboratorio de Diagnéstico e In-
vestigaciones Agropecuarias del Ministerio
de la Produccién de Santa Fe.

Martin José Zumarraga - Investigador del
Instituto de Biotecnologia del INTA Castelar.
Alejandro Abdala - Investigador de EEA-
INTA Rafaela.

Héctor Tarabla - Investigador de EEA-INTA
Rafaela.



