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Resumen del proyecto

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infecto-contagiosa crénica del ganado que en ocasiones afecta a otras
especies de mamiferos incluyendo al hombre. Recientemente se ha observado una duplicacién en el numero de
establecimientos positivos a TB en Uruguay, generando preocupacidon en el sector ganadero, asi como en las autoridades
sanitarias pertinentes. El ganado detectado positivo a T. Bovis se mantiene aislado y es sacrificado. Algunas muestras son
posteriormente cultivadas para confirmar el agente infeccioso. Sin embargo esto se realiza para un nimero reducido de
muestras y no se realizan otro tipo de andlisis de vanguardia que permiten estudiar la epidemiologia de la enfermedad
como ser la tipificaciéon. Para poder evaluar la epidemiologia de las enfermedades micobacterianas es fundamental poder
discriminar a los miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis. La diversidad genémica entre cepas de M. bovis es
un factor importante en la determinacién de la patogénesis que puede influir en el grado de virulencia, transmisibilidad, y
respuesta del huésped. El disefio de estrategias e intervenciones en salud publica basadas en evidencias sobre la
evolucidn, aparicién y propagacion de enfermedades infecciosas es uno de los principales objetivos de la epidemiologia
actual. El seguimiento que permita el trazado de las cepas de M. bovis circulantes en nuestro pais con el fin de estudiar la
dindmica de la TBB en Uruguay en relacion a los datos genéticos/gendmicos es de suma importancia. El objetivo de este
proyecto es realizar un plan piloto para establecer un banco de islados y ADN que permita el seguimiento de la
enfermedad a través de estudios bioquimicos y marcadores genéticos, que permita predecir el desarrollo de la
enfermedad y mas importante ayude a establecer politicas concisas para el control de la enfermedad.
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Introduccion

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infecto-contagiosa crénica que afecta principalmente al ganado,
incidiendo principalmente sobre los nédulos linfdaticos y pulmones del huésped. Su agente causal Mycobacterium bovis es
un bacilo Gram positivo, dcido-alcohol-resistente que pertenece al complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC). M. bovis,
ademas de afectar al ganado, puede afectar otras especies de mamiferos, incluyendo a humanos (Muller y col. 2013,
McDaniel y col. 2013, Pérez-Lagos y col. 2013) y a otros animales salvajes que actdan como reservorios de la enfermedad
y hacen que la erradicacién de la misma sea mds dificil (Delahay y col. 2001, Delahay y col. 2006). Esta zoonosis es un
problema mundial de importancia socioecondmica; afecta actividades agroculturales que impactan sobre la produccién de
leche y carne y producen graves pérdidas econdmicas (O'Reilly y col. 1995). La infeccién de ganado por M. bovis se traduce
en un posible riesgo en la salud humana, ya sea mediante el consumo de productos contaminados con el bacilo o como
riesgo ocupacional en personas con contacto cercano a animales infectados (Robinson y col. 1988, Torres-Gonzdlez y col.
2013). El periodo de incubacion de M. bovis es prolongado y en el ganado puede llegar a varios meses. La principal via de
ingreso a un rebano es la introduccién de bovinos enfermos o portadores de M. bovis. En Uruguay, actualmente la TBB estd
restringida casi exclusivamente a la ganaderia lechera. Los decomisos por tuberculosis en bovinos de carne son
histéricamente bajos, coincidiendo con la baja probabilidad de contagio en las condiciones de produccion extensiva del
ganado de carne (Garin 2011). Sin embargo, la deteccién de reservorios de fauna silvestre (Serraino y col. 1999; Romero y
col. 2006) y la reciente introduccidén del feedlot en el sistema de produccidn de carne, renuevan la importancia de los
estudios epidemioldgicos para determinar el papel de éstos en la persistencia de la TBB en Uruguay, asi como también
para evaluar su impacto en salud publica. Al respecto desde el ano 2011 la Direccién General de Servicios Ganaderos
(DGSG), con un equipo multidisciplinario que involucra a diferentes Facultades de la UdelaR, trabaja en la vigilancia
epidemioldgica del jabali, haciendo hincapié en enfermedades zoondticas (Castro y col. 2015). El actual aumento de la
tuberculosis en humanos a nivel global, particularmente en casos de inmunodeficiencia, ha renovado el interés por la
importancia zoonética de M. bovis. En 2012 se diagnosticé el primer caso en Uruguay de tuberculosis causada por M. bovis
en tres humanos, siendo la presentacion y evoluciéon muy similar a la tuberculosis causada por Mycobacterium
tuberculosis (Rivas y col. 2012). En Uruguay la vigilancia epidemioldgica de TBB se realiza a través del examen post
mortem en plantas de faena habilitadas por el Servicio Oficial Veterinario y pruebas de tuberculina en la refrendacién
anual en rebafos lecheros que remiten a planta de faena. El diagndstico rutinario (certificacién, refrendacién,
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saneamiento) lo realizan veterinarios de libre ejercicio habilitados por la DGSG. En casos sospechosos de enfermedad, el
Servicio Oficial realiza diagnésticos confirmatorios. En abril 2016 a marzo 2017 hubo en Uruguay 1454 animales con TBB,
correspondientes a 37 focos, los cuales fueron a faena sanitaria obligatoria. Actualmente, existen 40 focos abiertos seguin
lo reportado hasta junio de 2018 siendo Florida (10), Canelones (5) y San José (8) los departamentos con mayor nimero de
focos, los departamentos restantes presentan entre 1y 3 focos. El diagndstico bacteriolégico es la prueba de referencia
(gold standard) y debe emplearse para la confirmacién de la infeccién. A pesar de los esfuerzos sostenidos tanto del
dmbito publico como privado, algunos focos son de dificil control y/o erradicaciéon. En los Gltimos anos se ha priorizado la
investigacion dentro de la plataforma de salud animal en enfermedades zoondticas con alto impacto en produccidn
ganadera. En el afo 2013 se conform6 un grupo multidisciplinario para trabajar en esta temdtica gracias a la financiacion
del INIA a través del fondo FPTA No 328 (Crosi y col 2018; Lasserre y col. 2015, Lasserre y col. 2017). El mismo involucra
actores con diferentes capacidades cientifico-tecnolégicas: DGSG-MGAP, Facultad de Veterinaria y el Institut Pasteur de
Montevideo. Primariamente se tuvo como objetivo profundizar en las técnicas diagnésticas en TBB, la tipificacién y
secuenciacién de cepas de M. bovis circulantes en Uruguay. Este proyecto permitié por un lado realizar estudios iniciales
sobre otras pruebas diagndsticas alternativas al test de la tuberculina para su posible utilizacidn en focos de TBB. Asi
mismo se validé un protocolo de PCR en tiempo real para ser aplicado sobre muestras de ganglios de animales positivos.
Por otro lado este proyecto revelé una variabilidad genémica y estructura poblacional de M. bovis mayor a la esperada
(Lasserre y col. 2017). Se describieron tres grupos de cepas y se cred la hipdtesis de que uno de estos grupos presenta una
larga historia en el pais mientras los otros dos parecen haber ingresado recientemente. Estos resultados corroboran la
utilidad de las estrategias basadas en la comparacién de secuencias gendémicas, pero ademds muestran que la
variabilidad de las cepas de M. bovis que circulan en Uruguay no ha sido totalmente caracterizada. En este sentido, queda
en evidencia la necesidad de monitorear las infecciones de TBB con métodos basados moleculares y gendmicos, asi como
generar material e informacién sistemdtica que pueda utilizarse para generar politicas sanitarias efectivas a mediano
plazo. De hecho, actualmente la epidemiologia molecular de las infecciones por M. bovis en animales y el hombre es usada
como una nueva herramienta para estudiar la transmisién de la TBB (Egbe y col. 2017; El-Sayed y col. 2016).

Metodologia/diseiio del estudio

Durante este proyecto fueron procesadas muestras de tejidos de animales provenientes de los distintos focos reportados
entre agosto de 2019 y abril de 2021. Los animales reaccionantes

a la tuberculina cervical comparativa serdn seguidos hasta la faena, donde se tomaron muestras de ganglios y otros
érganos para su estudio. Dichas muestras se recibieron en el Departamento de Bacteriologia de la DILAVE “Miguel
C.Rubino”. En el laboratorio se realizé una inspeccién macroscépica de los tejidos en busca de lesiones granulomatosas.
En paralelo se separaron muestras gemelas para realizar histopatologia y bacteriologia. Lasfracciones remitidas a la
Seccidn de Histopatologia de la DILAVE “Miguel C. Rubino”, fueron mantenidas en formol

bufferado al 10%. Posteriormente se redujeron y se incorporaron en parafina. Se consideraron positivas a la
histopatologia, aquellas muestras en las cuales se determiné la formacién de granulomas con centro de necrosis caseosa
y con una reaccién conformada por macréfagos, células epitelioides y células gigantes. Una vez que la muestra fue
incluida en parafina se realizaron cortes de la misma a 4 micras. Posteriormente se colorearon con hematoxilina y
eosina, procediendo a su visualizacién al microscopio.

Las muestras para bacteriologia se descontaminaon con dcido oxdlico al 5% (Tacquet y col., 1967) y se trituraron por un
sistema mecdnico (stomacher). EL homogenato fue centrifugado y el sedimento sembrado en los medios selectivos de
Stonebrink y Lowenstein-Jensen, incubdndose a 370C en estufa de cultivo durante dos meses, con registro diario de
temperatura y con lecturas semanales de las siembras efectuadas para observar su desarrollo y posible contaminacién
bacteriana. Los procedimientos bacterioldgicos siguieron las técnicas estandarizadas segin los métodos recomendados
por OPS/0MS, 1979 y OIE, 2000. Del mismo sedimento utilizado para la siembra se realizé una tincién por la técnica de
Ziehl Neelsen, para verificar la presencia de Bacilos Acido Alcohol Resistentes (BAAR).

La caracterizacion bacteriolégica incluye pruebas culturales: morfologia de colonias, tiempo y temperatura de
crecimiento, cromogenicidad, crecimiento en medios selectivos y complementacion de pruebas bioquimicas como: niacina,
reduccion de nitrato, hidrélisis de Tween 80 a los 5 y 10 dias, ureasa, catalasas a temperatura ambiente y a 680C,
pirazinamidasa y telurito de potasio al 2% ( Runyon,1980, OIE, 2000).

Como método de preservacion se utilizé una suspension de leche descremada/Skim Milk y glicerol (10% del total del
volumen). El volumen utilizado de leche descremada estéril fue de 200 microlitros.
Los viales fueron conservados en un freezer a -200C (Gruft H y col. 1968).

3/5



Se realizé la extraccion de ADN por temperatura, se verificé mediante PCR la presencia del complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC) y posteriormente Mycobacterium bovis.

Se cuantificd y alicuoté el ADN para su conservacion en el banco de ADN (dos submuestras) y el envio para el secuenciado
gendémico.

Resultados, andlisis y discusién

Se procesaron un total de 149 muestras, que fueron cultivadas individualmente para su caracterizacién. Se realizaron un
total de 111 aislamientos de M. bovis y su caracterizaciéon mediante Tincidn de Ziehl-Neelsen. Cada muestra fue analizada y
sus datos rastreados en las bases de datos del DILAVE para completar la informacidn sobre el origen, ubicacién,
caracteristicas del hospedero, infeccién, etc. Cada aisalmiento fue replicado para generar un cultivo para el banco de
cepas y la extracion de ADN para el banco de ADN. Estas muestras se procesaron de forma duplicada para mantener un
respaldo de cepas y ADN. EL ADN fue procesado, cuantificado y se verificé por PCR la identidad de los aislados como M.
bovis. Las muestras fueron alicuotadas y enviadas a un servicio de secuenciaciéon masiva para secuenciar su genoma
completo. Se estadnadrizé una nomeclatura para nominar al banco de cepas y adn y se establecieron las caracterizticas
a disponibilizar de cada aisaldo. En el momento el banco con aislamientos de M.bovis y su respectivo ADN se encuentra en
el DILAVE con un respaldo respectivo en el Institut Pasteur de Montevideo. Se realizé la capacitacién de recuros humanos
de forma satisfactoria. Se divulgaron parte de los resutlados en la SUM y se estd procesando un audiovisual para pablico
general que estard disponible en los primeros meses del ano entrante.

Conclusiones y recomendaciones

Durante este proyecto llevamos a cabo un plan piloto para generar un banco de cepas y adn de Mycobacterium bovis. Se
realizé satisfactoriamente la formacién de recursos humanos en el drea y se logré establecer el banco de cepas y adn
estandarizado con una base de datos asociada y la secuenciacién genémica de las muestras. La secuencacidn permite
identificar la variabilidad y estructura de la poblacién de las cepas de M. bovis circulantes en Uruguay, corroborando la
utilidad de este tipo de estrategias. Es imprescindible el cruzamiento de datos de las cepas con los datos geogrdficos y
epidemiologicos que pueden permitir identificar factores responsables de la generacién de infecciones y focos y en
consecuencia identificar medidas que puedan reducir los costos asociados.
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