Universidad Nacional de Quilmes

Licenciatura en Biotecnologia

Universidad
Nacional
de Quilmes

Desarrollo de alternativas diagndsticas de tuberculosis

bovina

Autor: Carlos Lednidas Leiva
Director: M. V. Sergio Gabriel Garbaccio

Tutor académico: Dr. Victor Romanowski

Lt

Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria

Instituto de Patobiologia - Centro Nacional de

Investigaciones Agropecuarias - INTA

Febrero - 2015



Agradecimientos

A mi mama3,

por ensefiarme a crecer.

[1]



Resumen

En el siguiente trabajo se llevé cabo la puesta a punto y optimizacidon de la técnica
LAMP (del inglés loop-mediated isothermal amplification) para la detecciéon de
Mycobacterium bovis, agente etioldgico de la tuberculosis bovina. Se realizaron ensayos de
sensibilidad analitica con el fin de compararla con la sensibilidad obtenida por PCR
convencional llevada a cabo rutinariamente en nuestro laboratorio.

[2]



Objetivos

Objetivo General

- Puesta a punto de la técnica LAMP para la identificacion de M. bovis.
Objetivos Especificos

- Optimizacion de las condiciones de ensayo LAMP.

- Determinacion de sensibilidad de LAMP vs. PCR.
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Financiamiento

El siguiente Seminario de Investigacién fue realizado en el marco del Programa de
Capacitacion Anual Gratuito (PROCAGRA) 2013.

Dicho programa es un modelo estratégico de fundraising enmarcado en el compromiso
social puesto en marcha por la Delegacidon Castelar de la Fundacién ArgenINTA en el Centro
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (CNIA) con el fin de ampliar el accionar de la fundacién.
De acuerdo con lo expresado por Jorge J. Pereira, delegado técnico de la Delegacién Castelar de la
Fundacidon ArgenINTA, “el Programa tiene como objetivo promover el intercambio cientifico-
tecnoldgico que generan y ofrecen los once Institutos del CNIA que el INTA posee en su predio de
Castelar con el fin de estimular el aprendizaje y la participacién de estudiantes de diferentes
universidades de todo el pais en trabajos de investigacidon, desarrollo y transferencia”.

El PROCAGRA estd destinado a estudiantes de las universidades de todo el pais, con mas del
75% de sus materias aprobadas, y brinda capacitacion en diferentes temas de interés
agropecuario. Los estudiantes son guiados por especialistas del CNIA que durante 90 dias trabajan
estrechamente para profundizar las investigaciones que, como producto final, tienen un informe
minucioso y detallado (tesina) con los aportes de la capacitacion y sus resultados.

El programa es patrocinado anualmente por el INTA junto a organizaciones empresariales privadas
como Biogénesis-Bago, Biotay, CKC, Rosenbusch, Xenobidticos, Vetanco; y organizaciones sociales
como Fundacién ArgenINTA y Fundacién Argentina de Nanotecnologia.

Los centros y los once institutos que integran el CNIA del INTA en su predio de Castelar
intervienen activamente en el desarrollo de este programa, debido a que ofrecen anualmente no
solo las tematicas de trabajo, sino infraestructura, equipamiento, recursos econémicos y humanos
necesarios para que los estudiantes postulados concreten técnicamente su capacitacion en los
mismos. Paralelamente, las universidades publicas y privadas participan de esta propuesta dado
qgue reciben el ofrecimiento gratuito del financiamiento de las posibles capacitaciones.

Finalmente, un Comité de Seleccidn integrado por los tres Presidentes de los Consejos de
Centros del INTA Castelar conjuntamente con un representante de cada una de las organizaciones
patrocinadoras, tiene la responsabilidad de seleccionar las tematicas ofrecidas por los Institutos
del CNIA, los estudiantes postulados, su priorizacién y seleccién final junto con el posterior
seguimiento y cumplimiento del programa por todas las partes involucradas, incluida una
evaluacion final de las presentaciones escritas de los trabajos realizados por los estudiantes, asi
como el informe de sus respectivos tutores y también el informe administrativo-contable que
realiza la Delegacién Castelar de la Fundacién ArgenINTA al finalizar cada capacitacion.

El apoyo financiero a este emprendimiento, que desde el afio 2008 vienen concretando las
empresas pioneras antes mencionadas, conjuntamente con la Delegacion Castelar de la Fundacién
ArgenINTA, con el respaldo cientifico-técnico de los Centros e Institutos del CNIA del INTA Castelar,
ademas de la participacion de las universidades correspondientes, permite la consolidacién de una
propuesta que permite mejorar la formacion profesional de estudiantes universitarios dentro de un
ambito agropecuario, agroalimentario y agroindustrial.
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1. INTRODUCCION



Introduccion

1.1 TUBERCULOSIS BOVINA

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infecciosa de importancia a
nivel mundial causada por Mycobacterium bovis. Esta bacteria pertenece al complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC del inglés Mycobacterium tuberculosis complex)
junto a M. tuberculosis, M. africanum, M. canetti, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii,
M. mungi y M. orygis (1, 2). Las especies de microorganismos pertenecientes al
complejo mencionado se caracterizan por poseer un 99,9% de similitud a nivel
gendmico e idénticas secuencias de RNA ribosomal 16S. Sin embargo, difieren en su
fenotipo, rango de hospedadores y patobiologia. Durante mucho tiempo se creyd que
M. bovis era el responsable del origen de la tuberculosis en humanos al momento de la
domesticacion del ganado hace 10.000-15.000 aiios atras debido a un salto en la
barrera de especies y la consecuente adaptacidon a un hospedador humano. Con la
obtencién de genomas de cepas integrantes del MTBC secuenciados y el advenimiento
de estudios de gendmica comparativa se demostrd que, a pesar que M. tuberculosis
posee exclusivamente como hospedador a los humanos mientras que M. bovis posee
un rango de hospedador mas amplio, éste uUltimo presenta un genoma de menor
tamafio debido a la pérdida sucesiva de regiones de DNA. Posiblemente, a causa de la
expansion clonal y el caracter detrimental de dichas regiones para el estilo de vida
patogénico, convirtiendo a M. bovis en patdégenos mas exitosos para ciertos
hospedadores nuevos (3, 4). Paralelamente, mediante el analisis de deleciones y el
estudio de mutaciones especificas se observé que es posible que M. bovis haya
evolucionado a partir de una rama derivada de M. africanum y M. microti, con M.
tuberculosis como progenitor de ambos.

El genoma de M. bovis es circular y posee 4.345.492 pares de bases (pb) de
longitud con un contenido promedio de G+C de 65,63%. A su vez, contiene 3.952 genes
gue codifican proteinas, incluyendo 42 secuencias de insercion (IS del inglés insertion
sequence) y un profago. En la figura 1 se observa una representacién circular del
genoma de una cepa de M. bovis altamente virulenta aislada en Inglaterra en 1957,
segln Garnier y col. (4). Desde afuera hacia adentro, se observan dos circulos que
muestran las secuencias codificantes (CDS del inglés coding sequences) de las cadenas
directa y reversa, respectivamente, con colores que representan su clasificaciéon
funcional. Ademas, se realiza un andlisis de secuencia comparativo con M. tuberculosis,
con las transiciones (en amarillo) y transversiones (en verde), luego las inserciones (en
rojo, 1 pb; en negro > 1 pb) y deleciones (en azul, 1 pb; en celeste > 1 pb). Finalmente,
en los dos ultimos circulos se muestran los reemplazos de secuencia de nuevas
regiones en M. bovis (en violeta), asi como los elementos IS y el profago (en cian).

Las deleciones o pseudogenes corresponden a genes involucrados en la
detoxificacidn, en el transporte y estructuras de superficie celular, en la biosintesis de
cofactores, asi como en el metabolismo de acidos grasos. Dichas deleciones parecen
haber ocurrido en el progenitor de las especies que actualmente poseen un rango de
hospedador tan diverso como humanos en Africa, focas en Argentina, cabras en Espafia
y tejones en Inglaterra.
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Introduccion

Es importante destacar que M. bovis posee una composicién de la pared celular
y de las proteinas secretadas que varia con respecto a la de M. tuberculosis, con lo cual
Garnier y col. sugieren que el proceso evolutivo de M. bovis no se basa en la presencia
de genes de virulencia especificos sino que otorgan mayor relevancia a las alteraciones
en la expresidon génica y en la exposicién de componentes de la pared celular.

Las micobacterias del MTBC se caracterizan por ser bacilos Gram positivos, no
moviles, aerobios, no esporulantes, acido-alcohol resistentes, que poseen un
crecimiento in vitro lento (5, 6). Segun la clasificacion de riesgo/peligro de la
Organizacién Mundial de la Salud Animal (OIE), M. bovis es considerado un
microorganismo del grupo Il por lo que implica un riesgo individual elevado, asi como
un riesgo poblacional bajo (7).

Mycobacterium
bovis
4,345,492 bp

"

L aald o

i

Figura 1. Representacion circular del genoma de M. bovis. La escala del circulo externo (en negro) esta
mostrada en megabases. Los circulos internos representan, desde afuera hacia adentro, el contenido
de G+Cy la relacién (G-C)/ (G+C) y estan mostrados en una escala de 20 kb (4).

[9]



Introduccion

La transmision de la TBB entre especies puede ser mediante via digestiva
(ingestion de lacteos y sus derivados infectados sin pasteurizar), ocupacional
(trabajadores de establecimientos ganaderos, veterinarios, entre otros), cutanea (por
invasion directa de mucosas o heridas en la piel), genital o congénita. Sin embargo, la
ruta de infeccién mas frecuente es la aerégena mediante la exposicidon a aerosoles con
particulas de gotas que contengan M. bovis, siendo el portal de entrada el pulmén. El
bovino enfermo puede eliminar microgotas conteniendo entre 100-200 bacilos por
mugido, mientras que a través del estornudo y la tos se eliminan 1 o 2 bacterias. Para
que la infeccién se transmita dentro de un rodeo bovino, existen diferentes factores a
tener en cuenta como la ruta de infeccién, la dosis infectiva, el periodo de contacto con
el animal infectado, la frecuencia de excrecién, asi como el estado inmune del animal.
Existen estudios sobre transmisién de M. bovis en los cuales se observa que dichos
bacilos sobreviven en materia fecal contaminada artificialmente por periodos de hasta
4 meses (9). A pesar de esto, es probable que en condiciones naturales la supervivencia
en espacios al aire libre y fuera del huésped sea menor debido al efecto de la luz
ultravioleta.

La infeccién puede afectar no sélo al ganado bovino (huesped primario), sino a
humanos, animales domésticos y de granja, como asi también a animales que se
encuentran en estado salvaje (8, 9). En nuestro pais, existen reportes de aislamientos
de M. bovis en animales silvestres tales como ratas, zorros, comadrejas, liebres, felinos,
lobos marinos, llamas; y animales de granja como cerdos, cabras y ovejas (10, 11). La
transmisién mediante los reservorios y/ o diseminadores salvajes y domésticos de M.
bovis supone un gran problema para la erradicaciéon de la tuberculosis en el ganado
bovino.

Estatus semestrales
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Enfermedad
ene.-jun.ene.-jun.ene.-jun.ene.-jun ene.- jul.- ene.- jul- ene- jul- ene- jul- ene- jul- ene.-
jul.- dic. jul.- dic. jul.- dic. jul.- dic.  jun. dic. jun. dic. jun. dic. jun. dic. jun. dic. jun.
[:lNovhay informacion disponible para esta enfermedad Enfermedad no sefalada durante este periodo
Presencia de la infeccion pero sin signos clinicos -Presencia de la enfermedad
Enfermedad limitada a una o varias zonas

Tabla 1. Reporte del sistema WAHIS-OIE de la presencia por semestre de la TBB en Argentina durante
el periodo 2005-2014 en animales domésticos y salvajes (parte superior y parte inferior de la casilla,
respectivamente).

La dosis minima infectiva para originar la enfermedad depende de la via de
transmisién. Mientras que para una infeccidn via oral se requiere de una dosis alta de
bacilos infectivos (igual o mayor a 10* UFC), las infecciones via aerégena pueden
originarse con dosis muy bajas. En estudios in vitro donde se infectaron las mucosas
respiratorias de 20 terneros con 1000, 100, 10 y 1 UFC, se observé una respuesta
inmune especifica de IFN-y e IL-4, resultados positivos al test de la tuberculina y
aparicion de lesiones compatibles con tuberculosis en la mitad de los animales
infectados con solamente 1 UFC conteniendo entre 6-8 bacilos infectivos viables (12).

(10]



Introduccion

1.2 PATOGENIA

La TBB es una enfermedad zoonética ciclica, que posee distintos periodos en su
proceso de evolucidn caracterizados por sintomas, lesiones y estados de
hipersensibilidad propios de cada etapa. La evolucidn de la infeccion esta condicionada
a diversos factores ligados al huésped (estado inmunitario, edad, genética, entre otros),
al bacilo (numero, virulencia, entre otros) y al medio ambiente (8).

Una vez presente la infeccion tuberculosa, se pueden establecer dos periodos
de diseminacién de la micobacteria dentro del organismo infectado (figura 2):

- Primario (o tuberculosis primaria): Se caracteriza por el transporte de los
bacilos dentro de los macréfagos hacia los ganglios linfaticos locales
mediante via linfatica. En este etapa, el sistema inmunoldgico del animal
infectado puede eliminar las micobacterias alcanzando la cura; puede llegar
a una estabilizacién (foco latente), en donde bacilos virulentos permanecen
por meses o afos enquistados en las lesiones sin desencadenar la
enfermedad; o bien, puede evolucionar hacia una generalizaciéon precoz
inmediata, resultado de la diseminacion de los bacilos por todo el
organismo mediante via linfatica o hematica con la constante aparicion de
lesion en diversos drganos y tejidos. Dichas lesiones, tipicas de la
tuberculosis, son el resultado de un proceso de hipersensibilidad lo
suficientemente acentuado como para producir necrosis. El foco necrético,
purulento o caseoso, puede calsificarse y la lesién puede aparecer rodeada
de tejido de granulacién y por una cépsula fibrosa, originando un granuloma
nodular conocido como tubérculo.

- Post-primario (o tuberculosis secundaria): La diseminacién del bacilo no se
lleva a cabo por via linfohematica, sino mediante via intracanalicular. Por
ejemplo, bronquios y bronquiolos en el pulmdn, tubulos renales en el rindn,
conductos galactéforos en las glandulas mamarias. De esta manera, los
ganglios regionales no se encuentran comprometidos, sino que la lesion es
cronica en el drgano infectado con la posterior aparicién de granulomas
tuberculosos caseosos (focos acinosos y acino-nodosos), bronquitis caseosa,
con formacidn de ulceras debido a la presencia de tubérculos miliares en la
bifurcaciéon de la traquea y bronquios, asi como aparicién de nddulos y
cavernas formadas por la confluencia de los focos antes mencionados en el
extremo caudal de los l6bulos diafragmaticos. Normalmente, este periodo
de tuberculosis organica crénica puede evolucionar hacia una generalizacién
aguda tardia por via linfohematica con la consecuente muerte del animal
debido a un colapso en la resistencia pulmonar (8).

(11]



Introduccion

ESQUEMA EVOLUTIVO DE LA PATOGENIA

FORMAS EVOLUTIVAS FORMAS ESTABILIZADAS

LESION INICIAL
LINFOADENITIS SATELITAL

!

TBB| [cura ~| FOCO | |
[curAl—{comPLEIO PRIMARIO kil

10
VIA LINFO l HEMATICA
Ao
GENERALIZACION PRECOZ \ TUBERCULOSS
MODERADAI—| NODULAR ' (—
ESTABILIZADA
TUBERCULOSIS o
CRONICA DEL ORGANO ESTABILIZACION
TBB
29 ULCERAS NODULOS
Y CAVERNAS
— VIA LINFO HEMATICA

GENERALIZACION

R TUBERCULOSIS
AGUDA TARDIA

NODULAR
ESTABILIZADA

Figura 1. Esquema evolutivo de la patogenia de la tuberculosis bovina (8).

Durante la tuberculosis primaria, el periodo de generalizacién inmediata puede
presentarse en forma aguda o moderada. La primera, se presenta cuando la
diseminaciéon del bacilo en el individuo se lleva a cabo de manera uniforme, con la
consecuente infeccién simultanea en el pulmén y otros dérganos. En este caso, se
presentan lesiones asociadas a la tuberculosis miliar aguda con formacién de
tubérculos grises o amarillos de tamafo pequefio (similar a una semilla de mijo), junto
con la potencial aparicidén de lesiones exudativas. Por otra parte, la forma moderada se
manifiesta lentamente cuando existe resistencia parcial y diseminacion linfohematica
paucibacilar (de pocos bacilos). Aqui se presentan lesiones polimorfas en diversos
organos (nodulares, caseo-calcareas, fibrosas, exudativas, entre otras), dando lugar a
diferentes cuadros de tuberculosis. Por ejemplo, la tuberculosis nodular-nodosa, donde
se exhiben pocos ndédulos de diferentes proporciones que van desde miliares hasta el
tamafo de una nuez; la tuberculosis perlada, de caracter exudativo con nddulos de
consistencia caseoso-calcificada con un tamafio similar al de una lenteja hasta una
ciruela localizados en el pleura, tanto visceral como parietal; y la tuberculosis a grandes
nddulos, que raramente se presenta en bovinos.

(12]
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1.3 INMUNOPATOGENIA

Los bacilos al ser inhalados por el animal, ingresan a los alvedlos pulmonares
del tracto respiratorio. Cuando el patégeno sobrepasa la barrera del epitelio ciliado de
los bronquios y las defensinas antimicrobianas producidas por los neumocitos,
comienza el rol del sistema del complemento como parte de una respuesta innata
llevada a cabo mediante una coleccién de diferentes clases de proteinas solubles que
pueden encontrarse en la sangre y otros fluidos. Dichas moléculas proteicas facilitan la
captacioén y posterior destruccion de los patégenos por parte de las células fagociticas
alveolares, como macréfagos, granulocitos y células presentadoras de antigenos (APCs
del inglés antigen-presenting cells). De esta manera, la micobacteria puede ser
opsonizada con proteinas del complemento que luego serdn reconocidas por los
macroéfagos alveolares mediante receptores del sistema de complemento. Si el proceso
de opsonizacién no es activado, el reconocimiento se lleva a cabo mediante proteinas
de unidn a carbohidratos tales como manosa (MBL del inglés mannose-binding lectin)
por lo que el sistema del complemento tiene lugar via mecanismo de las lectinas.
Paralelamente, a través de los receptores tipo Toll (TLR del inglés Toll-like receptors)
presentes en la superficie del macréfago se reconocen patrones moleculares asociados
al patégeno (PAMPS del inglés pathogen-associated molecular patterns) presentes en
la superficie del bacilo. Las micobacterias poseen en su pared celular glucolipidos como
los lipomananos que funcionan como ligando de los TLR-2 heterodiméricos. Una vez
ocurrida dicha unién, mediante una cascada de sefializacién, se produce la activacién
de diferentes familias de factores de transcripcién entre los que se encuentran,
proteinas activadoras 1 (AP-1 del inglés activator protein 1), el factor regulador de
interferon (IRF del inglés interferon regulatory factor), y el factor NFkB. En
consecuencia, se induce la expresion tanto de citoquinas inflamatorias, quimiocinas
(citogquinas quimio-atrayentes), péptidos antimicrobianos, asi como interferones tipo .

Un efecto importante de la interaccién entre patégenos y macréfagos tisulares
es la activacién de otros macrofagos y células del sistema inmune innato que liberan
pequefias citoquinas y quimiocinas, tales como IL-6 (interleuquina 6), IL-12
(interleuquina 12), IL-1B (interleuquina 1B), TNF-a (factor de necrosis tumoral a),
CXCL8 (IL-8), entre otros. CXCL8 es un quimio-atrayente que permite el reclutamiento
al sitio de infeccidn de neutrdfilos, basdfilos y linfocitos T (LT), mientras que IL-12
conlleva la activacién de las células asesinas (NK del inglés natural killer) e induce la
diferenciacion de LT CD4 en linfocitos Tyl. La respuesta inmune innata frente a
bacterias intracelulares como las micobacterias tiene como efectores a los fagocitos y a
las células NK.

Existen patégenos que inducen una respuesta inmune eficaz, sin embargo estos
microorganismos han evolucionado mecanismos especiales para resistir su efecto. Las
micobacterias fagocitadas pueden evitar su destruccién y utilizar a los macréfagos
como hospedador primario. En este caso, previenen la fusiéon del fagosoma con los
lisosomas, por lo que la bacteria evita la formacion de los fagolisosomas que poseen
bajo pHy, en consecuencia, su destruccion intracelular.

La respuesta inmune adaptativa tiene lugar cuando macréfagos infectados
presentan en su superficie antigenos micobacterianos via el complejo de

[13]



Introduccion

histocompatibilidad mayor Il (MHC Il del inglés major histocompatibility complex) para
que puedan ser reconocidos por células T CD4 efectoras por lo que se produce la
activacion de los linfocitos naive. Ademads, es necesaria una sefial coestimulatoria que
promueva la sobrevida de los linfocitos. Finalmente, las APCs secretan citoquinas,
como IL-12 e IFN-y (interferén Gamma), involucradas en la diferenciacion de los células
T CD4 hacia linfocitos de subclase Tyl. Cuando estas células efectoras reconocen
antigenos, generan, a su vez, las citoquinas previamente mencionadas que favoreceran
una mayor diferenciacion de linfocitos Ty1, asi como una activacién de los macréfagos
con el fin de destruir las micobacterias. En este sentido, el sistema inmune innato que
reconoce en un principio al bacilo, inicia una serie de reacciones que conectan una
respuesta innata con una respuesta adaptativa.

Cuando patdgenos intracelulares o alguno de sus constituyentes no pueden ser
eliminados mediante la activacién de los macréfagos mediada por linfocitos Ty1, se
desarrolla una respuesta inflamatoria localizada caracteristica denominada
hipersensibilidad retardada (del tipo IV) que se caracteriza por la formacién de un
granuloma. Esta estructura consiste en un nucleo central de macréfagos fusionados
que dan origen a células gigantes multinucleadas llamadas células de Langhans,
rodeadas primero de grandes macrofagos denominados células epitelioides, y luego
por células T, muchas de las cuales pueden ser CD4+. Las células de Langhans son
redondas con una distribucion multinuclear periférica. Por otro lado, las células
epitelioides, similares a las células epiteliales, se caracterizan por poseer un nucleo
grande y vesiculoso, un citoplasma abundante con aspecto de eosindfilo palido, asi
como un mayor desarrollo del reticulo endoplasmatico rugoso y del aparato de Golgi,
por lo que sugiere una funcionalidad destacada para la secrecidn (8, 13).

La formacién de granulomas es un mecanismo que permite al sistema inmune
delimitar la localizacion de los agentes patégenos que no pueden ser destruidos. En la
tuberculosis, el nucleo central de los granulomas se vuelve tan aislado que las células
mueren, probablemente por los efectos citotdxicos de los macréfagos activados y la
falta de oxigeno. Debido a que el tejido necrdtico central posee aspecto de queso, este
proceso se conoce como necrosis caseosa. De esta manera, aunque la activacion de
linfocitos Tyl puede ocasionar cuadros patoldgicos, si no se inactivara se produciria
una diseminacién del bacilo incontrolada con la posterior muerte del animal (13).
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Figura 3. Esquema donde se observa la formacién de un granuloma tuberculoso (13).

1.4 IMPACTO EN SALUD PUBLICA

La TBB conlleva un potencial riesgo en salud publica al tratarse de una zoonosis.
En Argentina, la enfermedad humana causada por M. bovis representa
aproximadamente el 0,5% de los casos con confirmacién bacteriolégica (11),
alcanzando un maximo en regiones de mayor produccion lechera como la provincia de
Santa Fe (6%). Mds de la mitad de los casos estan relacionados a una transmisién del
tipo ocupacional, ya que los individuos se encuentran vinculados a tareas rurales como
lo son empleados en frigorificos, en playas de faena y en tareas de tambo, veterinarios,
laboratoristas, estudiantes rurales y transportistas de leche y ganado.

En nuestro pais, la capacidad técnica de la Red Nacional de Laboratorios fue
incrementada en los ultimos anos. Existen 714 laboratorios que efectian diagndstico
de tuberculosis mediante examenes microscdpicos directos del esputo. En 19 de ellos
se realizan pruebas de sensibilidad a las drogas antituberculosas, y en 14, técnicas de
identificacion feno y genotipicas. En el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias "Dr. Emilio Coni” (INER) dependiente de la Administracion Nacional de
Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS), asi como en los Hospitales Cetrangolo y
Muiiz; se realizan rutinariamente cultivos en medios Stonebrink con piruvato con el fin

(15]



Introduccion

de seleccionar el crecimiento de M. bovis (15).

En un estudio realizado en el INER-ANLIS de la provincia de Santa Fé durante el
periodo 1977-2001 se investigaron muestras de aproximadamente 150.000 personas.
De los 4.243 aislamientos bacterioldgicos, el 95,8% correspondid a M. tuberculosis, el
1,9% a especies del complejo M. avium (MAC del inglés Mycobacterium avium
complex) y el 2,3% a M. bovis. Los casos de tuberculosis humana causada por esta
ultima especie, tuvieron localizacién pulmonar y no se presentaron en nifios sino en
personas con una edad media de 45 afios. Paralelamente, se observoé que el 65% de los
pacientes tuvo relacién laboral directa con el ganado (11). En el ultimo periodo de
estudio (2002-2011) se notificaron 1080 casos de tuberculosis, de los cuales 17 fueron
causados por M. bovis, observandose una disminucidn lenta en la frecuencia relativa
de la TBB (15).

1978-1981 NR*® 15 (2,08)
1982-1991 1993 Neg / NR 58 (2,91)
1992-2001 1380 Neg / NR 23 (1,66)
2002-2011 1080 Neg / NR 17 (1,57)
2001-2005 1470 Neg / NR 5(0,34)
2006-2011 2485 2421 Neg/ NR -64 Pos 9(0,36)"
1971 2157 NR 38 (1,76)
1977-1982 6361 NR 57 (0,90)
1981-1991 10240 10.000 NEZ NR -240 97 (0,95)°
1996-2008 9750 NR 39 (0,40)

a .

NR = no registrado
®Un caso HIV+ presento tuberculosis causada por M. bovis
°Dos casos HIV+ presentaron tuberculosis causada por M. bovis

Tabla 2. Casos de tuberculosis causados por M. bovis en relacion al total de casos de tuberculosis
diagnosticados (15).

En el Hospital Cetrangolo, ubicado en el partido de Vicente Ldpez de la
provincia de Buenos Aires, los porcentajes de tuberculosis causadas por M. bovis en
relacion a los casos de tuberculosis diagnosticados fueron de 0,34% y 0,36% durante
los periodos 2001-2005 y 2006-2011, respectivamente. Durante el primer periodo
ninguno de los pacientes fue diagnosticado con HIV. En el segundo periodo, 64 de los
2485 pacientes con tuberculosis resultaron HIV positivos, siendo una de las infecciones
tuberculosas originadas por M. bovis. Por otro lado, en el Hospital Muiiz, la frecuencia
relativa de M. bovis disminuyd de 1,8% en 1971 a 0,4% en el periodo 1996-2008 (15).

Segun el sistema mundial de informacion zoosanitaria (WAHIS del inglés World
Animal Health Information Database) administrado por la OIE, en Argentina se
reportaron 13478 casos humanos de TBB durante el periodo 2005-2014, con un
numero de casos mortales que llega al 5,29% (713 muertos).

A pesar que la infeccion originada por M. bovis es comun en el ganado bovino,
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existen barreras de proteccién para el hombre, tales como el control sanitario por
parte de la inspeccion veterinaria en establecimientos ganaderos; la pasteurizaciéon o
hervido de la leche (65°C durante 30 minutos); la correcta aplicacion y seguimiento de
medidas higiénicas-sanitarias, como lo son la limpieza y desinfeccién; asi como el uso
de equipos de proteccién individual, especialmente para prevenir la transmisiéon
respiratoria (14).

1.5 IMPACTO ECONOMICO

La TBB se convierte en una limitante para el comercio nacional e internacional
de productos y subproductos de origen pecuario ya que representa significantes
pérdidas productivas al disminuir la produccién de carne y leche. En este sentido,
Argentina con aproximadamente 3.400.000 bovinos lecheros (15) y siendo un pais
productor y exportador de carne, lacteos y sus derivados, requiere de una marcada
interaccién entre los actores involucrados en las distintas cadenas productivas (sector
publico y privado), con el fin de avanzar en el control y erradicacién de la TBB.

Desde el afio 2012 se encuentra vigente el Programa Nacional de Control y
Erradicacion de TBB, aprobado a través de la Resolucidon N° 128 por el Servicio Nacional
de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) y el Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca (MAGYP). Dicho programa contempla el abordaje sanitarista para
cada sistema productivo, normalizando las pautas a seguir para obtener el caracter de
establecimiento libre. Al afio 2011, la provincia de Tierra del Fuego junto a 6948
establecimientos fueron oficialmente declarados libres de TBB por SENASA (11). Sin
embargo, segun la OIE, la presencia de la enfermedad al dia de la fecha audn se
encuentra limitada a una o varias zonas.

En nuestro pais, las pérdidas econémicas producidas por la tuberculosis bovina
se estiman en USD 63.000.000/afio. Entre las causas de pérdida mas importantes se
encuentran el peso de los animales afectados detectados en faena (36%), la produccidn
de leche (13%), asi como el decomiso parcial o total en frigorificos o mataderos (10%)
(16).
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1.6 DIAGNOSTICO

1.6.1 CLINICO

Los signos clinicos de la enfermedad incluyen debilidad, pérdida de apetito y
peso, fiebre intermitente, asi como tos y diarrea. Su aparicién depende de la
distribucién de los tubérculos en el individuo. No obstante, en muchos casos los
sintomas caracteristicos no son observados, inclusive aun cuando la enfermedad afecta
a varios dérganos (7). Los sintomas clinicos evidentes suelen diagnosticarse cuando los
ganglios linfaticos superficiales se ven comprometidos debido a que los mismos
aumentan hasta 20 veces su tamafio original (8).

1.6.2 BACTERIOLOGICO

A nivel laboratorio y para la identificacién del agente etioldgico se emplea la
bacteriologia (aislamiento y caracterizacidon del agente) como test diagndstico por
excelencia (“gold standard”).

Antes de realizar el cultivo, es necesario realizar una homogeneizacion del
tejido con a&cido sulfdrico 10%, acido oxalico 5%, con detergente (cloruro de
hexadecilpiridinio 0,375-0,75%) o bien mediante método de Petroff (con hidroxido de
sodio 2-4%). De esta manera, se destruyen los microorganismos contaminantes. La
mezcla acida o bdsica es agitada durante 10-15 minutos a temperatura ambiente,
neutralizada y centrifugada. El sobrenadante se descarta y el pellet obtenido se
siembra en medios de cultivo sélidos. El medio Stonebrink permite un crecimiento de
colonias de M. bovis ya que es especifico, a diferencia del medio Lowenstein-Jensen
gue no permite un desarrollo apropiado para este bacilo. Ambos medios pueden ser a
base de huevo o agar y contener piruvato o bien piruvato con glicerol. Finalmente, se
incuban Unicamente a 37°C con o sin CO, durante un periodo minimo de 8 semanas y
hasta, preferentemente, 10-12 semanas. La primera observacién se realiza a las 48
horas con el fin de detectar contaminacidon secundaria. Las observaciones siguientes se
realizan cada semana. Cuando aparecen colonias, se preparan extendidos a los cuales
se les realiza la tincion de Ziehl-Neelsen (Z-N) con el fin de identificar los bacilos
alcohol-resistentes (BAAR).

Se puede realizar un analisis presuntivo mediante la observacién de la
morfologia de las colonias. De todas maneras, cada aislamiento debe ser confirmado,
con el fin de diferenciar M. bovis del resto de los integrantes del MTBC. En un medio
sélido apropiado con piruvato, las colonias tipicas de M. bovis se caracterizan por ser
lisas y de color amarillentas. En contraste, M. tuberculosis puede formar colonias
rugosas con aspecto de coliflor y dificiles de desprender del medio; mientras que las
colonias de las especies del MAC pueden ser lisas, hiumedas y de color blanco
grisaceas.
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El crecimiento en presencia de drogas y a concentraciones diferentes de las
mismas depende si los medios son a base de huevo o agar. M. bovis es sensible a
hidracida del acido 2-tiofeno carboxilico e hidracida del acido isonicotinico en medios
gue poseen huevo y sin piruvato. Un analisis fenotipico de M. bovis muestra resultados
negativos a los ensayos de produccidn de niacina y nitrato. Para el ensayo de amidasas,
resulta positivo para la ureasa y negativo para la nicotinamidasa y pirazinamidasa.
Paralelamente, este bacilo se caracteriza por ser un organismo microaerdéfilo y no-
cromogénico (7, 8).

Se ha reportado que sobre animales reaccionantes al test de tuberculina, en el
70% de los casos se evidenciaron lesiones compatibles con tuberculosis en tejidos
pulmonares, mientras que M. bovis fue aislado de hisopados nasales en el 19% de los
casos confirmados PPD positivos (17), dejando en claro la potencial existencia de
reacciones falsas negativas en bacteriologia, ademas de requerir un lapso de tiempo
considerable para lograr el aislamiento y caracterizacion del agente etioldgico. Dichos
resultados falsos negativos suelen estar asociados a la incorrecta toma vy
acondicionamiento de las muestras, como asi también al método de decontaminacién
utilizado que no sélo elimina microorganismos contaminantes sino que ademas
presenta efectos perjudiciales para las propias micobacterias. Por lo expuesto es que
resulta necesaria la busqueda de técnicas diagndsticas mas rapidas, sencillas vy
sensibles capaces de complementar a la bacteriologia convencional (11).

1.6.3 ANATOMO-HISTOPATOLOGICO

El analisis histopatoldgico es de caracter presuntivo y puede realizarse si el
tejido presenta lesiones tuberculosas caracteristicas.

Microscdpicamente, pueden identificarse lesiones del tipo productivo o
exudativo. Las del primer tipo poseen caracter netamente celular y con una disposiciéon
concéntrica de los diferentes tipos de células, formando una lesién circunscripta. Se
observan, desde el nlcleo hacia afuera, células de Langhans, células epitelioides,
macrofagos y, finalmente, linfocitos. En contraste, la lesidn exudativa presenta un
caracter infiltrativo debido a la amplia difusién de M. bovis, con la presencia de un
exudado fibrinoso que contiene las células anteriormente mencionadas y una alta
concentracién de neutréfilos. Solamente en la TBB, ambos tipos de lesiones tienden a
sufrir una necrosis central que puede calcificarse y que, microscopicamente, se
observa como una masa homogénea eosindfila clara sin detalles celulares. Como las
lesiones son paucibacilares, los microorganismos acido-alcohol resistentes tenidos
mediante Z-N podrian no ser detectados. De todas maneras, con el fin de establecer un
diagndstico histopatoldgico positivo, es excluyente la presencia de células epitelioides
(7, 8).

El diagndstico de la TBB a partir de una lesidn macroscopica presenta
dificultades ya que su aspecto, tamafo, color, consistencia y distribuciéon dependen de
la via de entrada y del periodo de diseminacién de la bacteria. Paralelamente, es
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necesario tener en cuenta la similitud de la TBB con otros procesos granulomatosos
como la actinomicosis, actinobacilosis, carcinomas metastdsicos, granulomas a hongos,
parasitos y cuerpos extrafios como pelos y cristales (8).

1.6.4 PRUEBA TUBERCULINICA-PPD

La labor diagndstica de la TBB tiene como protagonista a la intradermorreaccién
o prueba tuberculinica- derivado proteico purificado (PPD del inglés purified protein
derivative). Es un test de screening que detecta inmunidad celular mediante una
reaccion local de hipersensibilidad del tipo retardada (tipo IV) con el fin de establecer
un diagndstico in vivo. Dicha respuesta se encuentra mediada por linfocitos Tyl
especificos para la tuberculina.

Las APCs recolectan, procesan y presentan la tuberculina, de modo tal que los
linfocitos Tyl pre-existentes reconocen los complejos de MCH Il junto con péptidos del
antigeno e inician una liberacién de citoquinas inflamatorias que incluyen al TNF-B e
IFN-y. En consecuencia, estos mediadores quimicos inducen la expresion de moléculas
de adhesién en el endotelio vascular, el cual se activa con el fin de reclutar fagocitos y
acumular fluidos, aumentando la permeabilidad de los vasos sanguineos. La reaccién
de hipersensibilidad retardada se lleva a cabo de manera lenta, entre 24-72 horas,
debido a que la inflamacién es pequefia y los linfocitos Tyl especificos demoran en
llegar al sitio de inyeccién (13).

El antigeno es inyectado via| | Linfocitos Thl efectores Reclutamiento de

subcutdnea y procesado reconocen el antigeno y fagocitos y plasma al sitio

por células APCs locales liberan citoquinas, de inyeccion origina una
activando el endotelio lesion visible

ANTIGENO AR
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Figura 4. Esquema de una reaccion de hipersensibilidad tipo IV (13).
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El objetivo de la inyeccidn con tuberculina-PPD es clarificar si la causa de la
hipersensibilidad en un animal sospechoso es debida a una infeccién con M. bovis. A
nivel internacional y nacional, funciona como procedimiento bdasico para el
saneamiento, control y erradicacidon de la TBB, siendo la via de aplicacién intradérmica
la Unica aceptada oficialmente.

Las pruebas tuberculinicas pueden ser de diferente composicién, asi como
poseer distintos sitios de aplicacidon. La prueba ano-caudal (AC) y la prueba cervical
simple (CS) de saneamiento, ambas con PPD bovino, se llevan a cabo rutinariamente;
mientras que la prueba cervical comparativa (CC) donde se aplican en paralelo PPD
bovino y PPD aviar, se utiliza cuando es requerida para estudios epidemiolégicos o ante
la sospecha de posibles reacciones inespecificas. La PPD bovina es elaborada con M.
bovis cepa AN5 de 1 mg/ml de concentracién, a diferencia de la PPD aviar que es
elaborada con M. avium cepa D4 y con una concentracion de 0,5 mg/ml.

Es necesario tener en cuenta que si bien estas pruebas tienen una alta
especificidad (90-99,8%), su sensibilidad es variada oscilando entre 70-85% (30). El
diagndstico PPD negativo en un animal infectado depende de diversos factores tales
como el tiempo de exposicion al bacilo, desensibilizacion post-tuberculinizacion,
estados avanzados de la infeccién asociado a un cuadro generalizado y anergia,
inmunosupresién causada por mala alimentaciéon o durante el post-parto, asi como
debido a una incorrecta dosificaciéon, lectura, baja potencia del reactivo, entre otras
causas propias de la técnica. Por esta razdn, es necesario tener en cuenta que las
pruebas negativas no son garantia sanitaria suficiente excepto que el animal o los
animales provengan de un rodeo certificado libre. De todas maneras, en nuestro pais la
intradermorreaccién continda siendo la prueba por excelencia con el fin de mejorar el
estado sanitario de los rodeos bovinos (6, 18).

1.6.5 ELISA

El ensayo ELISA (del inglés Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ha sido
estudiado con el fin de complementar a la prueba tuberculinica. Sin embargo, la
respuesta inmune humoral en la infeccidn tuberculosa no es uniforme ya que la
produccién de anticuerpos contra el bacilo se ve incrementada en etapas avanzadas,
mientras que en estados iniciales es muy variable. Paralelamente, los resultados de
especificidad y sensibilidad mediante el test de ELISA han sido muy fluctuantes. Por
estas razones, la obtenciéon de un sistema Unico que sea confiable, econdmico y de
facil automatizacidon adn no ha sido generado. Es posible una optimizacién del test
mediante el uso de antigenos como MB70, proteina inmunodominante de M. bovis y
componente activo del PPD, capaz de desarrollar una respuesta de hipersensibilidad
retardada, asi como proliferacidn linfocitaria (6, 17).
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1.6.6 IFN-y

El ensayo de Interferén Gamma (IFN-y) es un test de diagndstico in vitro
utilizado como complemento de la prueba tuberculinica con el objetivo de evaluar la
inmunidad celular de un animal sospechoso. Este ensayo consiste en la cuantificacién
indirecta de la citoquina IFN-y liberada por linfocitos a partir de una muestra de sangre.
Su excrecion requiere, tras una incubacion de 16-24 horas que los linfocitos hayan sido
naturalmente sensibilizados. Técnicamente, requiere el uso de anticuerpos
monoclonales anti-IFN-y de M. bovis ya que la captura y deteccion de la citoquina se
realiza mediante un ELISA sdndwich. Luego de la etapa de revelado, se observan los
valores de densidad éptica arrojados en el ELISA infiriendo posibles reactores positivos
en base al dosaje de esta citoquina liberada in vitro.

El ensayo de Interferon Gamma, o dosaje de IFN-y, presenta varias ventajas
como una alta sensibilidad y especificidad diagndstica (del 93,6% y del 96,2%,
respectivamente), segun un estudio realizado en Australia. Paralelamente, no requiere
una segunda movilizacién del ganado para realizar la lectura de la reaccion, como si lo
necesita la prueba tuberculinica. Sin embargo, es necesario tener presente el tiempo
entre la toma de muestra de sangre y la ejecucién del ensayo, el cual debe realizarse en
un periodo maximo de 8 horas; asi como el costo del kit de diagndstico ya que en
nuestro pais no es producido a escala nacional (6, 7, 17).

1.6.7 PCR

Los ensayos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR del inglés
polymerase chain reaction) surgieron como métodos prometedores comparados con
aquellos de rutina, acortando los tiempos de diagnosis de 2 a 3 dias. Este ensayo
molecular es capaz de diagnosticar TBB con resultados comparables al cultivo (6).

Actualmente, se realiza utilizando diversos cebadores (primers) capaces de
flanquear segmentos especificos del genoma micobacteriano. Uno de los de
fragmentos de DNA objetivo mas utilizados es la secuencia de insercion 1S6110,
caracteristica de las micobacterias pertenecientes al MTBC y presente usualmente,
entre 1 a 5 copias dentro del genoma de M. bovis (19). En este sentido, se llevaron a
cabo numerosos trabajos cientificos proponiendo el uso de PCR como complemento
efectivo a realizar dentro de los laboratorios de diagndstico de TBB. Al dia de la fecha,
se han realizado estudios utilizando PCR a partir de muestras clinicas tanto de tejido
(20, 21) e hisopado nasal (22, 23), como asi también a partir de muestras de leche (17).

La aplicacion de los ensayos de PCR no tiene como objetivo reemplazar la
metodologia de confirmacién tradicional, sino complementarla, por ejemplo, en la
resolucion de situaciones dudosas que se presentan durante los ensayos
convencionales. No obstante, en paises en vias de desarrollo donde los porcentajes de
TBB son mayores, el equipamiento y personal entrenado necesario para llevarlos a
cabo hacen que dicha técnica molecular posea una insuficiente adopcién en los
sistemas de diagndstico (6).
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1.6.8 LAMP

Si bien el ensayo de PCR presenta un amplio uso tanto en el ambito de la
investigacién como para fines de diagndstico, hace varios afos surgieron diferentes
técnicas que no requieren de ciclos variables de temperatura (24). Entre ellas se
encuentra el método de amplificacion isotérmica LAMP desarrollado por Notomi y col.
en el afo 2000 (25). Este ensayo se presenta como una técnica rapida, econdmica y
sencilla. Mediante LAMP se amplifica DNA con alta sensibilidad a una temperatura
constante entre 50-65°C, debido a la accion de la polimerasa Bst (proveniente de
Bacillus stearothermophilus) que posee actividad de desplazamiento de hebra.
Paralelamente, la amplificacion es altamente especifica ya que se utiliza un juego de
cuatro a seis primers disefiados para reconocer, respectivamente, de seis a ocho
regiones de la secuencia objetivo de DNA. Los primers pueden dividirse en tres tipos:
internos, externos y de union al bucle. Los productos de amplificacion son estructuras
con formas circulares que poseen varias repeticiones invertidas de la secuencia
objetivo, asi como estructuras del tipo coliflor con multiples bucles.

En la figura 5 se esquematizan los primers externos, denominados FOP (del
inglés forward outer primer) y BOP (del inglés backward outer primer), que son
homdlogos a las regiones F3 y B3 de la region objetivo, respectivamente. El primer
interno FIP (del inglés forward inner primer) contiene la secuencia codificante de F2 en
el extremo 3" unido directamente con la region Flc (complementaria a la secuencia F1)
en el extremo 5°, mientras que el primer BIP (del inglés backward inner primer)
contiene la regién codificante de B2 en el extremo 3" anclado con la secuencia Blc
(complementaria a B1) en el extremo 5. Las dos regiones de ambos primers internos
se encuentran unidas mediante un espaciador TTTT. Los primers FLP (del inglés forward
loop primer) y BLP (del inglés backward loop primer) que se unen al bucle contienen la
secuencia complementaria a una parte de la secuencia entre F1y F2, y entre B1 y B2,
respectivamente.

El mecanismo de reaccion de LAMP puede dividirse en tres etapas. El paso
inicial (paso |) comienza cuando el primer FIP se une a la regién F2c mediante su
secuencia F2, no asi la regidn Flc, para dar comienzo a la sintesis con desplazamiento
de hebra. Luego, FOP, que es agregado en menor concentracion que los primers
internos, hibrida con su secuencia complementaria (F3c) para dar al lugar a la siguiente
polimerizacién. De esta manera, se obtienen dos estructuras, una de las cuales posee
un bucle en su extremo 3°. El primer BIP se una a esta ultima mediante su region B2,
inicia la sintesis y forma una estructura en forma de horquilla (dumb-bell structure).
Rapidamente, dicha secuencia al hibridarse sobre si misma, permite la hibridacién de
las regiones F1 y Flc dejando un extremo 3’ disponible para que la polimerasa Bst
comience a agregar nucledtidos. La estructura de bucle (stem-loop structure) que
resulta da lugar al comienzo de la etapa de amplificacién (paso Il). En este paso, la
hebra bucle funciona como DNA molde, permitiendo que FIP hibride en el bucle para
iniciar la sintesis de nucledtidos. Aqui, se produce una molécula intermediaria que
contiene una copia invertida de la secuencia objetivo y un bucle formado por la
hibridacién de las regiones B1 y Blc. El ultimo paso, denominado elongacidn de la
hebra y repeticion de etapa Il (paso lll) se caracteriza por la formacidn de estructuras
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con bucles de mayor longitud, asi como nuevas estructuras de bucles iniciadoras de
nuevas etapas de amplificacion mediante las subsiguientes polimerizaciones
dependientes de los primers FIP y BIP junto con las auto-polimerizaciones de las
hebras. Asi, cuando se lleva a cabo la reaccién de LAMP se obtiene como producto de
amplificacién una mezcla compleja con formas circulares que poseen varias
repeticiones invertidas de la secuencia objetivo, asi como estructuras del tipo coliflor
con multiples bucles (Ver ANEXO).

a. 3’mm 5 BLP
3’ 5" BOP
BIP Blc 5
B2
3 m—
F3 F2 F1 Blc B2c B3c
ADN 5 pmmmmcr oo . ——_.__E
OBJETIVO 3 s v s s S S i 5
(1S6110) F3¢ F2c Flc B1 B2 B3
5
/Fz
5’ Fic FIP
FOP 5" mmm 3’
FLP 5 mm 3
b.
5’ F3 3 5’ F2 3

———————————) £z = ==
812 5 - AGACCTCACCTATGT GTCGACCTG GGCAGGGTTCG CCTACGTGGCCTTTGTCACCGACGC-3" 871
3" -TCT GGAGTGGATACACAGCTG GACCCGTCC CAAGCGGATGCACCGGAAACAGTGGCTGCG-5"

872 5’ -CTACGCTCGCAGGATCCT GGGCTGGCGGGTCGCTTC CACGATGGCCAC CTC CATGGTCCT-3" 931

3 - CCCGACCGCCCAGC CCAGGA-5
- - = *
5 Blc 3z 5 BLP 3
92 5 - CGACGCGAT CGAGCAAGCCAT CTGGACCCGCCAAC AAAGA-3" 991

3" - GCTGCG CTAGCT CGTTCGGTAGACCTGGGCGGTTGTTCTTCCGCATGAGCTGGACTTTCT-5"

992 5" - GCTTATCCA CCATACGGATAGGGGATCTCAGTACACATCGATCCGGTTCAGCGA-3” 1045
3" - GCAATAGGTGGTATGCCT ATC CCCTAGAGT CATGTGT -5°
e —————— |
rg = = 3 B3 5

Figura 5. (a.) Esquema de las regiones de las ocho regiones de 1S6110 reconocidas por los primers en
LAMP. (b.) Posicion de hibridacién y orientacién de los primers en LAMP (27).

[24]




Introduccion

La técnica de LAMP, en comparacién con los ensayos convencionales de PCR, no
solo disminuye los tiempos de obtencion de resultados de 2 dias a 3 0 4 horas, sino que
permite obtener una alta tasa de sintesis de DNA, originando grandes cantidades de
iones pirofosfato (PP;), los cuales precipitan al reaccionar con el magnesio con la
consecuente formacién de turbidez, capaz de observarse a simple vista.

(@) (DNA),.; + dNTP > (DNA), + P,0,*

(b) P,O,* + 2 Mg*> Mg P,0, (L) m

Figura 6. Reacciones involucradas en la formacion de turbidez en LAMP. (a.) lones pirofosfato P2074'son
liberados de los dNTPs durante la polimerizacion. (b.) lones pirofosfato reaccionan con el magnesio del
buffer para dar lugar al precipitado (26).

Durante la ultima década, se realizaron progresos considerables sobre la técnica
LAMP vy su utilizacién en el diagndstico de micobacterias. Tal es el caso del trabajo
realizado por Aryan y col.(27) quienes desarrollaron un ensayo de deteccién de las
especies del MTBC basado en la amplificacidn de la secuencia 1S6110 (LAMP-1S6110);
obteniendo una sensibilidad analitica de una copia del genoma (5 fg) por reaccién. En
el afio 2003, Iwamoto y col. (28) utilizaron LAMP para detectar el gen gyrB (MTBC, M.
avium y M. intracellulare), obteniendo un limite de deteccion (LD) de 5 copias del
genoma. M3s tarde, en el afio 2011, Zhang y col. (29) describieron una variante de
amplificacion del gen mpt83 para deteccion de M. bovis, obteniendo un LD de 10
copias del genoma. Cabe destacar que para la realizacién de LAMP no se requieren
equipos costosos como termocicladores y transiluminadores, sino que las reacciones
de amplificacion pueden llevarse a cabo con el uso de equipamiento de bajo costo
como bloques térmicos, y bajo observacién directa basada en la turbidez de los
productos amplificados. Por lo antes mencionado y teniendo en cuenta la necesidad de
laboratorios capaces de realizar diagndstico molecular confirmatorio de la prueba
tuberculinica (16), nuestro trabajo tuvo como objetivo la puesta a punto de la técnica
LAMP 1S6110, estableciendo el limite minimo de deteccidon en relacién con la técnica
PCR convencional para, posteriormente, utilizar esta herramienta a partir de muestras
clinicas de tejido bovinos sospechados de TBB.
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Y METODOS



Materiales y métodos

2.1 Extraccion de DNA

La extraccion total de DNA de micobacterias se realizé utilizando parte de la
metodologia convencional de Fenol:Cloroformo:lsoamilico y de un kit comercial
(DNeasy Blood and Tissues, Qiagen). Dicha metodologia se lleva rutinariamente en el
laboratorio sobre muestras de tejidos bovinos sospechados de TBB.

Los tejidos fueron disgregados en agua destilada mediante un equipo
homogeneizador (Masticator IUL SA). Luego, las muestras fueron tratadas con buffer de
lisis (Tris-EDTA 1X, SDS 10% y proteinasa K (10mg/ml) e incubadas a 65°C durante toda
la noche. En un principio, dichas muestras fueron extraidas con Fenol: Cloroformo:
Alcohol isoamilico (24:24:1) y centrifugadas a 12000 rpm por 10min; luego, el
sobrenadante fue trasvasado agregando una solucién de Cloroformo: Alcohol
isoamilico (24:1) y centrifugado nuevamente. Con el sobrenadante obtenido se
continua el procedimiento de extraccion a partir del punto 3 segun lo descrito en el
protocolo de purificacion de DNA total a partir de muestras de tejido del kit comercial
(Qiagen) (31).

2.2 Touch down-PCR (PCR-1S6110)

Las amplificaciones se llevaron adelante segun la metodologia propuesta por
Zumarraga y col. (17). La mezcla de amplificacién contuvo buffer Tag 1X (Tris—HCI 10
mM, KCl 50 mM, Tritén X-100 0,1%, pH 9,0), MgCl, 2,5 mM, dNTPs 0,8 mM, primers
(INS1 e INS2) 1 uM, 5 pl de DNA molde y DNA polimerasa Tag 1,25 U, en un volumen
final de 50 pl.

Luego de una desnaturalizacién inicial de 962C por 3min., la reaccion se llevd a
cabo inicialmente en 8 ciclos de 96°C por 1 min., con una temperatura de alineamiento
comenzando a 72°C por 1 min. (con una disminucién en 1°C/ ciclo), y una temperatura
de extensién a 72°C por 1 min. Finalmente, se realizaron 30 ciclos de 96°C por 1 min.,
65°C por 1 min., 72°C por 2 min., y una extension final a 72°C por 8 min.

En cada reaccion de PCR, se incluyeron controles positivos con DNA de M. bovis
AN5 y controles negativos conformados por la master mix de PCR sin el agregado de
DNA.
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2.3 LAMP

Las amplificaciones se llevaron a cabo segin Aryan y col. (6) La mezcla de
amplificacidn contuvo buffer ThermoPol Reaction 1X (Tris—HCI 10 mM, KCI 50 mM, DTT
1 mM, EDTA 0,1 mM, glicerol 50%, Triton X-100 0,1%, pH 7,4) (New England Biolabs),
betaina 0,8 M (Sigma-Aldrich), primers internos (FIP/BIP) 1,6 mM, primers externos
(FOP/BOP) 0,2mM, primers de unién al bucle (FLP y BLP) 0,8 mM, dNTPs 2 mM, MgSQ,4
6 mM, 5ul de DNA molde y DNA polimerasa Bst (New England Biolabs) 8 U, en un
volumen final de 25 pl.

Luego de una desnaturalizacién inicial de 962C por 3min., la reaccién se realizé
a una temperatura constante de 652C y finalmente la enzima fue inactivada mediante
calor a 922C por 2min. Durante una etapa inicial de puesta a punto del ensayo, fue
probada la variante LAMP sin realizar el paso de desnaturalizacion inicial.

INS1° CGTGAGGGCATCGAGGTGGC
" 1S6110 Banda Unica 245 17

INS2 GCGTAGGCGTCGGTGACAAA
IS-FOP® AGACCTCACCTATGTGTCGA
IS-BOP® CGCTGAACCGGATCGA .

. Varias bandas
IS-FIP ATGGAGGTGGCCATCGTGGAAGCCTACGTGGCCTTTGTCAC 156110 entre 100 y 400 27
IS-BIP® AAGCCATCTGGACCCGCCAACCCCTATCCGTATGGTGGAT (patrén “en

b escalera”)
IS-FLP AGGATCCTGCGAGCGTAG
IS-BLP® AAGAAGGCGTACTCGACCTG

®Primers de PCR-1S6110
® Primers de LAMP-I1S6110

Tabla 3. Primers utilizados en las diferentes amplificaciones.

2.4 Analisis de producto de amplificacion de PCR-1S6110 y LAMP

Se prepararon geles de agarosa 2% p/v (Biodynamics) con solucidon TAE 1X y
Bromuro de etidio 10mg/ml (Promega).

2.4.1 Observacion directa de producto de amplificacion de LAMP

Los productos de amplificacién de LAMP se detectaron a simple vista mediante
la formacién de turbidez blanca como resultado positivo.
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2.5 Optimizacidon de las condiciones de LAMP
Se evaluaron los efectos de las concentraciones de betaina (0,2M, 0,8M, 3,2M)

y DNA polimerasa Bst (8, 16, 32U) para mejorar las condiciones de la reaccion LAMP.

2.6 Determinacion de la sensibilidad de los ensayos PCR y LAMP

Se evaluaran la sensibilidad de ambos ensayos utilizando como molde de DNA
de la cepa de referencia M. bovis AN5. Se realizaron diluciones seriadas 1/10 (desde
10" a 10°®) partiendo de una muestra de DNA con una concentracién de 30,8 ng/pl
(6,16 x 10° copias del genoma).
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Resultados

3.1 Andlisis del producto amplificado de reaccion LAMP

Los productos de amplificacion mediante LAMP fueron analizados con
electroforesis en gel de agarosa, ademas de la observacidon directa mediante la
turbidez. Esto ultimo, de acuerdo a las lecturas seriadas cada 15min. realizadas
durante 90min. Esta medicidon fue repetida en tres ensayos. Los resultados
obtenidos indicaron que la evidencia de turbidez fue dptima a los 60min. en
todos ellos. En solo un ensayo, se observé un tiempo éptimo minimo de lectura
a los 45min.

Figura 6. Analisis directo de producto amplificado mediante observacion de turbidez.
(1) Control Positivo (C+) (2) Dilucién 10™* del C+ (3) Control Negativo C-.

Mds alld de las dos modalidades de revelado de los resultados de
amplificacién, para los ensayos donde se visualizaron los productos de
amplificacién con Sybr Green, la presencia de DNA se observd claramente
mediante el cambio de color de naranja a verde. El viraje fue visto mediante
observacién directa y a través de un transiluminador donde las muestras con
amplicones de DNA en grandes cantidades, producto de LAMP, se ven brillante
(resultados no mostrados).

3.2 Optimizacidon de las condiciones de LAMP

Se presento dificultades en la evaluacion de MgSQ,4 para LAMP ya que
aparecieron contaminaciones que impidieron ajustar la concentracién 6ptima
de su uso, por lo tanto se continudé trabajando con la concentracién
previamente descrita en el trabajo de Aryan y col. (27).

Solo se obtuvieron resultados validos para las pruebas con diferentes
concentraciones de DNA polimerasa Bst y betaina. No se estimd necesario la
evaluacion de concentracion éptima de dNTPs, al encontrarse en exceso en la
reaccion; ni de diferentes concentraciones de primers.
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Se obtuvieron resultados de amplificacidon positivos a una temperatura
de 63°C (resultados no mostrados) utilizando un bloque térmico.

Como puede observarse en la figura 7A, al evaluar diferentes
concentraciones de polimerasa Bst se observd que con 8 y 16 U, el patrdn tipico
de escalones se encuentra levemente mas nitido que al utilizar 32 U de Ila
polimerasa en la reaccion.

1. 23 4 56 7 8 910 M 1234567891011

(A) (8)

Figura 7. Analisis electroforético de LAMP con diferentes concentraciones de reactivos.

(A) El efecto de polimerasa Bst: calle 1 y 2: utilizando 8U ante DNA puro y DNA diluido 1/10
respectivamente; calle 4 y 5: utilizando 16 U ante DNA puro y DNA diluido 1/10,
respectivamente; calle 7 y 8: utilizando 32 U ante DNA puro y DNA diluido 1/10,
respectivamente; calle 3, 6, 9: C-; calle 10: sin siembra; calle M: marcador de Peso Molecular
1000pb (Productos Bio-LAgicos). (B) El efecto de betaina: calle 1 y 2: utilizando 0,2 M ante
DNA puro y DNA diluido 1/10 respectivamente; calle 4 y 5: utilizando 0,8 M ante DNA puro y
DNA diluido 1/10, respectivamente; calle 7 y 8: utilizando 3,2 M ante DNA puro y DNA diluido
1/10, respectivamente; calle 3, 6, 9: C-; (C) El efecto de la desnaturalizacién inicial: Calles 1 y
3: C+ y C- sin desnaturalizacion inicial, respectivamente; Calles 5 y 7: C+ y C- con
desnaturalizacion inicial, respectivamente; Calles 2, 4, 6: sin siembra.

Por otro lado, segun la figura 7B, se observd que manteniendo una
concentracién de MgS0O, igual a 6mM, pero con una concentracion de 0,2 M de
betaina se afectd el ciclo de amplificacién inicial originando un patron no
caracteristico, mientras que a una concentracion de 3,2 M de betaina se
interrumpe la actividad de la polimerasa. Paralelamente, se puede notar que la
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concentracion ideal de betaina fue de 0,8 M, mientras que una master-mix sin
betaina (calle 10) no lleva a una amplificacion.

No se observan resultados cuando al DNA es sembrado sélo.

En la figura 7C, se observa producto de amplificacidon con o sin el paso
inicial de desnaturalizacion a 962C por 3min. La calle 5 muestra un patrén
electroforético mas nitido que la calle 1.

De esta manera, se establecieron las condiciones d6ptimas para el
desarrollo de LAMP, llevando a cabo la amplificacién a 65°C por 1hr30min y
utilizando en la preparacién de la master-mix, los siguientes reactivos vy
concentraciones: betaina 0,8 M, MgS0O; 6mM, dNTPs (2 mM), 1,6 mM de
primer FIP/BIP, 0,2 mM de FOP/BOP, 0,8 mM de FLP/BLP y 8 U de DNA
polimerasa Bst.

3.3 Determinacion de la sensibilidad de los ensayos PCR y LAMP

Segun puede observarse en la figura 8, los limites minimos de deteccidn
para los ensayos LAMP y PCR, mediante observacién de electroforesis en gel de
agarosa, fueron hasta la dilucién 10* y 10 respectivamente. De esta manera y
tras la repeticién de los ensayos, la PCR convencional resulté la mas sensible, al
ser capaz de detectar una dilucién por encima de LAMP.

12345678

(B) W

12 3456 7829

(A)

Figura 8. Comparacion de la sensibilidad de PCR-1S6110 y LAMP-1S6110. (A) LD de PCR-IS6110
en electroforesis de 15 pl de cada master-mix usando gel de agarosa 2% con Bromuro de
Etidio. Calle 1: C-; Calle 2: C+; Calle 3: sin siembra; Calles 4, 5, 6, 7, 8 y 9: diluciones seriadas
1/10 (desde 10%a10°, respectivamente) (B) LD de LAMP-IS6110 en electroforesis de 10 pl de
cada master-mix usando gel de agarosa 2% con Bromuro de Etidio. Calle 1: C+; Calles 2, 3, 4, 5,
6y 7: diluciones seriadas 1/10 (desde 10™ a 10°°, respectivamente); calle 8: C-.
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Discusion y conclusiones

Mediante la observacion de turbidez a simple vista se observaron
amplificaciones con resultados positivos a partir de los 60min de transcurrida la
reaccion, en coincidencia con lo descrito por Zhang y col. (29) y a diferencia de lo
observado por Aryan vy col. (27), donde se sugiere un tiempo menor de lectura. De esta
manera, se presenta la posibilidad de contar con un resultado en un corto plazo,
menor inclusive que aquel requerido por la PCR convencional.

El fragmento mayor de la DNA polimerasa Bst posee actividad de
desplazamiento de doble hebra, por lo que LAMP fue realizado con o sin
desnaturalizacion inicial a 962C por 3min., con el fin de corroborar dicha actividad.
Como se observa en la figura 7C se confirma la amplificacion no dependiente del
calentamiento inicial. A diferencia del protocolo propuesto por Aryan y col. (27), estos
resultados indicarian que es posible evitar este paso inicial y, por lo tanto, el agregado
de la enzima Bst aparte de la preparacidon de la master-mix no seria necesario. Ademas
de este aspecto, la posibilidad de evitar el paso de desnaturalizacion y posterior
apertura de los tubos para agregar la enzima polimerasa evitaria el riesgo de posibles
contaminaciones por esta manipulacion adicional.

Los productos de amplificacidon observados en los geles de las imagenes 7 y 8,
coinciden con los patrones clasicos “escalonados” para las reacciones de LAMP, en
donde se observan bandas en un rango de peso molecular entre 100 y 400pb
(estructuras circulares mas pequefias) y luego se visualiza producto amplificado
(chorreado) hasta el pocillo del gel (estructuras mds largas). Al realizar las corridas
electroforéticas se prepararon los geles directamente con o sin bromuro de etidio
para, después de la corrida, colocarlo inmerso en una solucién con el mismo. Se
observé que el patrén caracteristico de “escalones” se visualiza mejor (bandas nitidas
con la disminucién de un bandas inespecifico), cuando se prepara el gel con bromuro
de etidio directamente.

Es necesario resaltar que se obtuvieron resultados no esperados por la
aparicién de contaminaciones, donde los controles negativos resultaron positivos.
Ante esta situacidon, se prepararon nuevas soluciones de reactivos, maximizando las
medidas tendientes a evitar el riesgo de contaminacion. Luego de varios intentos
fallidos se logré estabilizar el ensayo LAMP, obteniendo resultados correctos pero, al
momento de realizar una nueva curva de diluciones con los reactivos nuevos, no se
pudieron obtener resultados. De esta manera, es necesario aclarar que la figura 7B
muestra la primer curva de dilucién realizada con reactivos preparados antes de mi
trabajo realizado en el marco del PROCAGRA. En consonancia con otros trabajos
publicados, es probable que el limite de deteccién, a partir de la puesta a punto
realizada durante el trabajo, sea mayor a la aqui presentada. Resta alun continuar
evaluando LAMP vy su limite de deteccion ya que probablemente se obtengan mejores
resultados, en términos de sensibilidad analitica, que los aqui detallados.

Si bien la utilizacién del espectrofotometro Nanodrop puede brindar un
resultado aproximado acerca de la concentracién de DNA de M. bovis AN5. Seria
importante, en caso de contar con mayor cantidad de DNA, corroborar la
concentracion de DNA, utilizado en la curva de sensibilidad, mediante
espectrofotometria a longitud de onda 260nm.

En la figura 7A se observa el resultado de una PCR-IS6110, en donde se
obtuvieron las bandas esperadas (245pb). En las calles 4,5, 6 se observaron bandas
nitidas, mientras que en la calle 7 solo se visualizd una banda débil. De esta manera, el

(35]



Discusion y conclusiones

ensayo de PCR-IS6110 presentd un limite de deteccién de aproximadamente 616
copias del genoma (dilucién 10™). Por otro lado, en la figura 7B del ensayo de LAMP-
IS6110 se observd resultado positivo en las calles 2, 3 y 4, mientras que solamente en
las calles 1y 2 se pudo apreciar levemente la estructura de escalones tipica de LAMP.
En este ultimo ensayo se obtuvo un limite de deteccion de aproximadamente 6160
copias del genoma (dilucion 107), el cual es un logaritmo menor que el limite de
deteccidn obtenido por PCR-IS6110. Estos resultados no coinciden con otros trabajos
previamente publicados (15, 17), donde se describieron valores mayores de
sensibilidad al ensayo de LAMP.

En cuanto a la tecnologia LAMP, se plantea la misma como una alternativa de
diagndéstico que podria complementarse a los métodos de diagnosis regulares.
Considerando sus beneficios y limitaciones, el uso de LAMP permitiria obtener
resultados en tiempos relativamente mas cortos en comparacién con las técnicas de
diagndstico convencionales, asi como también su potencial aplicaciéon dentro de un
laboratorio de baja infraestructura.

Una de las ventajas remarcables de la técnica LAMP es la disminucién de los
tiempos de diagnosis, con la posibilidad de acortar los tiempos de una PCR
convencional de 5hs a 2 o 3hs. Asi mismo la posibilidad de realizar la amplificacién a
temperatura constante, permite la utilizacion de artefactos sencillos y econémicos
como termobloques; sin requerir la utilizacion de equipamiento costoso durante el
proceso. Posteriormente, al ser un ensayo con una alta tasa de sintesis de DNA, resulta
practica e interesante la posibilidad de visualizar a simple vista los productos
amplificados sin la utilizacidon de geles de agarosa y transiluminadores, a partir de la
turbidez formada por la concentracion elevada de pirofosfato de magnesio. Esto
posibilita no solo la independencia de electroforesis en agarosa y transiluminadores
para revelar el producto amplificado, sino que ademas posibilita la observacion de los
resultados inmediatamente luego de la amplificacién, haciendo la técnica mas rapida
gue la PCR convencional.

Por otro lado, cabe remarcar que el valor comercial de la enzima polimerasa Bst
es cuatro veces superior al de la Tag polimerasa utilizada en la PCR convencional. Otra
limitacion de LAMP es el riesgo de aparicion de contaminaciones, por ejemplo, con
amplicones. El hecho que esto haya ocurrido a lo largo del trabajo, imposibilité
continuar indagando en potenciales variantes tendientes a mejorar la sensibilidad
analitica aqui presentada, como asi también en su utilizacidn directa sobre muestras
clinicas.

En sintesis, el trabajo aqui presentado deja establecido potenciales mejoras a
realizar sobre LAMP, entendiendo que resta aun continuar trabajando en este ensayo
para su incorporacién como técnica complementaria al diagndstico convencional de la
tuberculosis bovina, a partir de diversas muestras clinicas como, por ejemplo,
hisopados, tejidos y leche.
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Anexo 1. Principio de la técnica de amplificacidn isotérmica mediada por bucles (LAMP) con un juego de cuatro

primers. Las etapas de la reaccidn son tres: inicial (a), de

amplificacion (b) y de elongacion y repeticion de etapa de

amplificacion (c). Existen 6 regiones que flanquean al DNA objetivo: F3, F2, F1, Blc, B2c y B3c desde el extremo 5°0OH
(F3c, F2c, Fic, B1, B2 y B3 son sus regiones complementarias desde el extremo 5°P0O4). Se sintetizan dos pares de
primers: dos interiores (FIP y BIP) y dos exteriores (FOP y BOP). (b) Estructura inicial en donde la region F2 del

primer FIP se hibrida con su region complementaria (F2c)
Luego, el primer FIP (F3) se complementa a F3c para dar

dentro del DNA objetivo para comenzar la polimerizacion.
lugar a un molde de simple hebra gracias a la actividad de

desplazamiento de hebra y elongacién de la polimerasa Bst. Posteriormente, se sintetiza DNA a partir del molde de
simple hebra utilizando como cebador BIP (B3), dando lugar a la estructura 5 que posee bucles en sus extremos. (c)
Paso de amplificacion a partir de la estructura 5: FIP se hibrida con su region complementaria ( F1+F2c). Luego de
varios pasos, se genera la estructura 7 que es complementaria a la estructura 5, asi como desde la estructura 8 se

genera nuevamente la estructura 5. Las estructuras 9

y 10 son producidas a partir de las estructuras 6 y 8,

respectivamente. Estructuras con bucles mas largas son generadas también (11 y 12). Las reacciones de elongacion

son iniciadas desde los subproductos del paso ciclico de a

mplificacién, generando varios tamanos de productos.

[38]
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