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Resumen

La tuberculosis bovina (TBB) y la paratuberculosis
bovina (PTB) son enfermedades de alta prevalencia
en nuestro pais. Actualmente, existe una campaifia
nacional para la erradicacién de la TBB debido a su
alta prevalencia en rodeos y en animales silvestres, y
habida cuenta de que el agente causal se transmite a
los seres humanos, constituye un importante problema
de salud publica.

El método diagndstico oficialmente aprobado para
el control de la TBB y PTB es la intradermorreaccion
con PPD bovina (PPDb) o PPD aviar (PPDa),
respectivamente; sin embargo, y como ocurre en
otros paises del mundo, se han planteado pruebas
alternativas que ayudarian a mejorar el diagnodstico
y, por ende, el control de estas enfermedades. Entre
las pruebas paralelas a la oficial, la deteccion de TFNy
es una de las opciones mas viables. En este contexto,
nos hemos propuesto desarrollar un test diagnostico
para ambas enfermedades basado en la deteccion y
cuantificacion in vitro de IFNy generado luego de
la estimulacién de células de sangre periférica con
antigenos especificos. El abordaje de este desarrollo
contribuird significativamente a las estrategias de
control de la TBB y PTB con un producto de desarrollo
nacional, innovador y de un costo accesible.
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Abstract

This project aims to develop diagnostic tests for
tuberculosis (TBB) and paratuberculosis (PTB) in cattle
based on detection and quantification of the in vitro
production of YIFN that is generated after stimulation
of peripheral blood cells with specific antigens. The
TBB and PTB are two diseases of high prevalence in
our country that generate significant economic losses.
Moreover, these diseases are a public health problem,
as the TBB is spread from animals to humans and there
is some evidence to suggest that the bacteria causing
PTB is associated with Crohn’s disease in humans.

The officially diagnostic test approved by Senasa is
the skin test; however, alternative and parallel tests
could improve the diagnosis of these diseases, being
the detection of yYIFN one of the most viable options.
Therefore, the development and production of the
tests proposed here will contribute significantly to
the control strategies of TBB and PTB with a national
product accessible in economic terms.
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Introduccion

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad endémica en la Argentina (1) causada por la bacteria Mycobacterium
bouis. El principal hospedador es el ganado bovino; y los tambos argentinos y las haciendas, los principales nicleos
de infeccion. Se estima que en nuestro pais las pérdidas econémicas debidas a la TBB rondan los U$S 63.000.000
anuales, como resultado del bajo peso de los animales, en la produccién y en calidad de la leche y el decomiso en
frigorificos y mataderos debido a lesiones macroscopicas compatibles con la enfermedad (2).

Ademis del ganado vacuno, M. bovis es capaz de infectar caprinos, cerdos y otros mamiferos salvajes (Lo Bue,
Enarsony Thoen,2010), como lo demuestra una cepa de M. bovis hipervirulenta aislada de un jabali perteneciente a
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un coto de caza ubicado en la provincia de Buenos Aires
(Meikle ef al., 2011). La existencia de estos reservorios
naturales de contagio constituye un grave problema
para las campanas de control de la enfermedad. M.
bovis también es capaz de infectar al hombre y estd
caratulada como una de las principales zoonosis del
pais y, por lo tanto, se trata de una problemdtica de
salud publica. Los principales afectados viven en dreas
tamberas, son trabajadores rurales y veterinarios en
contacto con animales infectados o consumen leche no
pasteurizada y, en menor nimero, son empleados de
la salud e investigadores en contacto con la bacteria.
En la Argentina, el diagnostico de animales infectados
se realiza mediante la prueba de la tuberculina o
intradermorreacciéon (PTub/IDR), que consiste en
la aplicacién intradérmica de un derivado proteico
purificado de M. bovis (PPD bovina o tuberculina) y la
deteccion de inmunidad celular o hipersensibilidad de
tipo retardado. Si bien esta prueba ha sido usada con
éxito en campaiias de control de la TBB de numerosos
paises y actualmente es la oficial en la Argentina,
otros métodos alternativos y paralelos a PTub/IDR se
podrian considerar a fin de mejorar el diagndstico.

Es posible encontrar falsos negativos a la PTub/IDR
a causa de desensibilizacion posttuberculinizacion,
anergia, malnutriciéon de los animales, lactancia
y gestacion o por otras causas, como el uso de
tuberculinas de baja potencia, incorrecta lectura,
incorrecta dosificacion, etcétera. El resultado de este
error implica la permanencia de animales infectados
que se convierten en focos de contagio y la persistencia
del patdgeno en el rodeo y en reservorios silvestres.

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map)
es el agente causante de [a PTB y algunos investigadores
postulan que, ademads, es el agente causante de la
enfermedad de Crohn en el humano (Hermon-Taylor
etal., 2002).

La principal estrategia mundialmente adoptada para
fortalecer las campafas de control de la TBB y PTB
es reforzar el diagndstico de la tuberculina con un test
basado en la medicion del interferon gamma (IFNy)
liberado en sangre frente a la estimulacion in vitro con
antigenos especificos del patogeno. El test se basa en
la capacidad que tienen los linfocitos T de memoria,
presentes en la sangre bovina, de proliferar y producir
IFNy frente al reconocimiento de antigenos especificos
de un patégeno en particular. Solo si un animal estd
o estuvo infectado o sensibilizado (vacunado) con
ese patdgeno, tendrd los linfocitos T de memoria
productores de IFNy especificos para los antigenos del
patogeno. La técnica de IFNy seria una excelente prueba
complementaria por sus caracteristicas de especificidad
y sensibilidad. Es ampliamente aceptado que esta
técnica detecta individuos infectados que escapan al
test intradérmico, ya sea por desensibilizacion luego de
repetidas pruebas tuberculinicas o porque no reconoce

etapas mds tempranas de la infeccion (Coad er al.,
2008). La prueba de IFNy sumada al test BOVIGAM™
se estd usando ampliamente en Francia, Espafia, Italia,
Irlanda, el Reino Unido, EE. UU., Nueva Zelanda y
Australia. En 2002, la prueba de IFNy fue aprobada
por la Unién Europea para su uso en el diagndstico
de la TBB como “prueba accesoria a la tuberculina”
con el objeto de permitir la deteccion del maximo
nimero de animales infectados o enfermos en un
rodeo o en una region. En octubre de 2006, comenzo
a utilizarse en Gran Bretafia y se ha aplicado desde
entonces en circunstancias muy definidas, como en
rodeos que han tenido animales post mortem positivos
a TBB (con lesiones compatibles o cultivo positivo).
Se ha demostrado en ese pais que el uso adicional
de la prueba IFNy comercial (BOVIGAM™) permite
identificar un 26 % mas de animales con lesiones
o cultivo positivo que la prueba de la tuberculina
unicamente (Vordermeier et al., 2006). Cabe destacar,
ademads, que la prueba de IFNy (BOVIGAM™) esta
incluida en el manual de la OIE como auxiliar a la
prueba de la tuberculina y se la utiliza para negar o
confirmar el resultado de una prueba intradérmica
(3). La ventaja adicional del test es que posibilita la
deteccion de animales con TBB o con PTB mediante la
utilizacion de antigenos especificos para cada uno de
los agentes causantes de estas enfermedades.

En nuestro pais, el uso de la prueba de IFNy como
prueba diagnéstica aun no estd contemplado en
los planes de control. El Senasa trabaja desde hace
muchos afios en los kits diagndsticos de gama
interferéon, midiendo sensibilidad, especificidad vy
otras caracteristicas aunque no se establecidé todavia
la sensibilidad y la especificidad adecuadas para ser
incorporada al Plan Nacional.

Se ha instrumentado también una segunda herramienta
diagnéstica para estudios de vigilancia epidemioldgica,
como es la técnica de reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) para la deteccion de M. Bovis en leche de tanque,
en el marco del Programa Regional de Tuberculosis de
la Provincia de Santa Fe.

El uso de la deteccion de TFNy tiene dos limitaciones
fundamentales en nuestro pais: la necesidad de
importacion del test comercial y el elevado costo
que genera cada determinacién, por lo que no es
usado como prueba paralela a la PTub/IDR para el
diagnoéstico de la TBB.

La fabricacion del test de IFNy BOVIGAM™ ha sido
exclusividad de la empresa Prionics por muchos afios,
pero en la actualidad el vencimiento de la patente ha
permitido el surgimiento de otros test con similares
caracteristicas. Sin embargo, la mayoria de estos test
no han sido disefiados para el diagnéstico de TBB, sino
como sistemas de deteccion y cuantificacion de TFNy
en general.
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Por lo anteriormente descripto, nos hemos propuesto
desarrollar un test de produccion nacional para medir la
liberacion de IFNy que se produce luego de estimular iz
vitro las células mononucleares de la sangre de ganado
infectado con antigenos especificos de un patégeno, en
especial M. bovis y M. avium subsp. paratuberculosis.
Se pretende lograr un producto con un formato que
podrad ser empleado no solo para el diagnéstico de
TBB y PTB, sino de numerosas enfermedades. Ademas,
pretendemos anexar antigenos estudiados por nuestro
grupo de investigacion con una potencial aplicacién
para el diagnéstico de TBB y PTB en cabras, ya que se
ha demostrado que el IFNy es una citoquina con alto
grado de conservacion entre bovinos y caprinos (Wood
y Jones, 2001).

Metodologia

Como se menciond, el test hace uso de la estimulacién
de los linfocitos T de memoria especificos con
antigenos del patégeno y la medicion del TFNy
secretado. Para contar con un sistema diagndstico
de estas caracteristicas, los reactivos que se necesitan
desarrollar son:

1. IFNy producido en forma recombinante (rIFNy)
para ser empleado en los procesos de generacion de
anticuerpos monoclonales anti IFNy bovino y como
proteina estindar, que sirva para cuantificar la cantidad
de IFNy capturado y detectado por los anticuerpos
monoclonales. Estas proteinas recombinantes se
produciran en Escherichia coli en fusion a dos etiquetas
diferentes que permitan su purificaciéon y deteccion. Se
empleardn protocolos estandares.

2. Anticuerpos monoclonales contra diversos epitopes
del TFNy bovino que se emplearan; por un lado, para
capturar el IFNy producido in vitro en la sangre
estimulada especificamente para cada enfermedad;
y, por otro, para detectar el IFNy capturado. Para la
produccion de los anticuerpos monoclonales se inoculan
ratones knockout para IFNy murino con la proteina
IFNy bovina obtenida de manera recombinante en E.
coli. Para la obtencién de anticuerpos monoclonales se
utilizan células de mieloma humano SP2/O defectivas
de la enzima HGPRT vy se fusionan con esplenocitos
murinos. Los hibridomas, producto de la fusion, seran
evaluados mediante la técnica de ELISA indirecto y se
determinara cudles son capaces de producir anticuerpos
especificos contra IFNy bovino (Wood, Rothel,
McWaters y Jones, 1990). Se determinara el titulo y
la afinidad de los anticuerpos obtenidos (Heinrich,
Tissot, Hartmann y Cohen, 2010) y se compararan los
resultados con los obtenidos con el test comercial.

Un anticuerpo monoclonal seleccionado para la
deteccion de IFNy se conjugard con la enzima
peroxidasa de rabano picante (HRP) para contar con

un sistema colorimétrico de cuantificacion. El protocolo
para seguir es el descripto en Wisdom (1996).

Tras la obtencion de los anticuerpos monoclonales anti-
IFNy bovino se proseguird con el desarrollo de test de
diagnoéstico de industria nacional para el diagnéstico
de TBB y PTB en ganado lechero. Se pondra a punto
el test a campo, mediante el empleo de muestras de
animales IDR+ y controles no infectados. Se evaluaran
diferentes variables que afectan la liberacion de IFNy
(Schiller et al., 2009), como calidad de la muestra,
agentes de estimulacién, condiciones y duracion de
cultivo, uso de anticoagulante para coleccion de
sangre, temperatura y tiempo de almacenamiento. En
esta etapa, el antigeno que emplearemos para inducir la
respuesta inmune especifica serd la PPDb (similar a la
que se usa en la IDR) y la PPD aviar (PPDa) se utilizara
como control de reacciéon cruzada a micobacterias
ambientales y a paratuberculosis. Posteriormente, para
mejorar la sensibilidad del kit se incluiran cocteles de
nuevos antigenos obtenidos de forma recombinante en
E. coli y en larvas de insecto (Molinari et al., 2008).

Resultados preliminares

Se cuenta con un set de 30 hibridomas capaces de
secretar anticuerpos monoclonales anti IFNy bovino.
En la Figura 1 se muestra la reactividad de siete de
estos hibridomas frente a IFNy bovino recombinante.

Figura 1

C+ Al A2 B3 B4 BS 1 Cc2

Anticuerpos anti IFNy bovino: Se clond el gen
que codifica para IFNy bovino en dos vectores de
expresion. Las proteinas recombinantes IFNy-His o
IFNy-GST bovinas purificadas (30 pgr) se inocularon
cuatro veces a ratones BALBc knockout para IFNy
murino. Cuando el titulo de anticuerpos generado
fue mayor a 1.10* se produjeron los hibridomas.
Los sobrenadantes de hibridomas productores de
anticuerpos monoclonales anti IFNy bovino (A1-C2)
se emplearon como anticuerpos primarios en el ensayo
de western blot que se muestra. El suero de ratones
BALBc knockout (suero policlonal, C+) se empleo
como control positivo. Como anticuerpo secundario se
utiliz6 Anti-IgG mouse conjugado a fosfatasa alcalina
y se revel6 con el sustrato NBT/BCIP.
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Discusion

En nuestro pais, la TBB es una enfermedad endémica
y su control es una tarea urgente, permanente y ardua
que llevan cabo diversos organismos. El plan nacional
de erradicacion de la tuberculosis bovina planteada
por Senasa tiene como objetivo lograr el mayor
numero posible de rodeos libres de TBB, mediante un
saneamiento exhaustivo de nuestros campos y aspira
a un nivel de excelencia internacional en lo que a
enfermedades infecciosas respecta. El diagndstico de
animales infectados se realiza mediante la prueba de
la tuberculina o intradermorreaccion; sin embargo,
es relevante contar con técnicas complementarias a
fin de lograr la erradicacion de ambas enfermedades
para disminuir las pérdidas econémicas ocasionadas
y, sobre todo, mejorar la salud animal y publica del
pais. En este sentido, se plantea observar el accionar
de los paises de la Unién Europea, el Reino Unido, los
EE. UU. y Oceania que aplican técnicas diagnosticas
alternativas para detectar aquellos animales que se
escapan al diagnéstico solo por la IDR.

La técnica diagndstica que es considerada es la
deteccion de IFNy bovino liberado de sangre periférica
tras estimulacién con antigenos especificos. En
estudios realizados por investigadores del Reino
Unido en los que se aplicaron la prueba cutdnea y la
prueba de IFNy en paralelo, se detectaron entre 12 a
38 % de animales enfermos que se habian escapado
al diagnostico solo por el test intradérmico. En estos
estudios, se detectd de un 65 a un 80 % de los animales
infectados; mientras que cuando se aplicaron las dos
pruebas en paralelo, el nivel de deteccion fue de un 88
aun 95 % (Vordermeier et al., 2006). Generalmente,
se reconoce que la prueba de IFNy presenta mayor
sensibilidad y menor especificidad que la IDR. Por
eso, en los udltimos afos, se ha intentado mejorarla
utilizando los antigenos especificos del complejo M.
tuberculosis, ESAT6 y CFP10, separadamente o en
conjunto para la estimulacion de linfocitos Th1, en
lugar de los clasicos antigenos PPDb y PPDa (Buddle,
Livingstone y de Lisle, 2009). El empleo de estos
antigenos especificos permite diferenciar TBB de PTB y
su aplicacion permitiria aplicar vacunas contra ambas
enfermedades, ya que constituirian un diagnoéstico
DIVA (diferencial de infectados y vacunados).

El uso de esta prueba posee un costo elevado, y por ello
nos aventuramos al desarrollo de un producto nacional
para mejorar el diagndstico mediante un sistema basado
en la prueba de IFNy que complemente a la IDR. Se
espera que en el corto plazo este método pueda ser
incorporado como prueba paralela en el Plan Nacional
de Control y Erradicacion de la Tuberculosis Bovina en
la Republica Argentina, y nuestro objetivo es ofrecer a
ese nuevo mercado un test superior a los comerciales
importados, en términos de calidad (especificidad/
sensibilidad) y precio. Si bien este proyecto requiere

la importacion de insumos, una vez desarrollado este
requerimiento sera practicamente nulo y todos los
reactivos utilizados para el kit serdn del pais.

Ademads, podrd emplearse en cabras y otros pequefios
rumiantes ya que existen epitopes compartidos en
el TFNy de estos animales. Esta posible aplicaciéon
contribuird al desarrollo de economias regionales en
el pais, a través del mejoramiento del estatus sanitario
en majadas de pequefios productores o productores
familiares.

Nuestro grupo tiene una vasta experiencia en el estudio
de TBB y PTB, asi como en la produccién y purificacion
de proteinas recombinantes. Los resultados obtenidos
tras afios de investigacion nos han dado ¢herramientas?
alas para plantear este proyecto de producciéon
nacional, de bajo costo, innovador y accesible, con la
conviccion de que estdn sentadas las bases cientificas
para su realizacion con éxito.

Notas

(1)  Véase:  <http://www.senasa.gov.ar/Archivos/File/File1013-
situacion_tuberculosis_bovina_junio_2011.pdf>.

(2) Véase: <http://www.argentina.ar/_es/pais/C11574-nuevo-plan-
para-erradicar-la-tuberculosis-bovina.php>.

(3) “Scientific opinion on the use of a gamma interferon test for
the diagnosis of bovine tuberculosis”, ESFA Journal, 2012. Véase:
<http://www.efsa.europa.eu/de/search/doc/2975 .pdf>.
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