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RESUMEN

La tuberculosis bovina, causada por la bacteria Mycobacterium bovis, es una de las
enfermedades mas importantes del ganado bovino en Chile y otros paises,
afectando la productividad y salud de estos animales. La vacuna contra la
tuberculosis humana (BCG M. bovis) tiene ventajas para su uso en el ganado, para
lo cual se debe evaluar su eficacia mediante una prueba diagnostica capaz de
discriminar animales infectados de aquellos que han sido vacunados (DIVA). En
funcién de lo anterior, el Servicio Agricola y Ganadero del Ministerio de Agricultura
de Chile solicitdé un estudio de evaluacion de la aplicacion de la vacuna BCG y el
test DIVA para la prevencion y diagnostico de la infeccion por M. bovis en planteles
bovinos de la zona central de Chile, del cual este estudio es parte.

El propdsito de este trabajo fue implementar y caracterizar un ensayo de ELISA-
IFN-y con antigenos ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c (DIVA) para el diagnéstico de la
infeccion por M. bovis en Chile.

Se determind que los puntos de corte que permiten la mejor combinacién de valores
de especificidad (Es) y sensibilidad (Se), priorizando la Es, es de 0,06 DO para el
pool de antigenos PC-EC (ESAT-6 y CFP-10) y, 0,02 DO en Rv3615c; obteniendo
un rendimiento diagndstico de 61% y 45% de Se y, 82% y 90% de Es,
respectivamente. Mientras el rendimiento global de la prueba DIVA en este estudio
fue de 68% de Se y un 79% de Es. Adicionalmente, el area bajo la curva ROC de
los antigenos fue de 0,735 + 0,054 en PC-EC y un 0,731 £ 0,054 en Rv3615c.

Al comparar la prueba DIVA con los ensayos Bovigam 2G, gPCR-Boviman,
Stonebrink y Bactec MGIT 960, se evidenciaron diferencias significativas en todas
las comparaciones, una concordancia baja en relacibn con Bovigam 2G e,
insignificante con todas las demdas pruebas. Sugiriendo que las pruebas
comparadas se enfocan a distintos blancos de deteccion que predominan en
distintas fases de la infeccion.

Estos resultados muestran que la prueba DIVA desarrollada es eficaz pero no
eficiente en el diagnostico de la infeccion por M. bovis.

Palabras clave: Mycobacterium bovis, BCG M. bovis, PC-EC (ESAT-6 y CFP-10),
Rv3615c DIVA.
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SUMMARY

Bovine tuberculosis, caused by the bacterium Mycobacterium bovis, is one of the
most important diseases of cattle in Chile and other countries, affecting the
productivity and health of these animals. The vaccine against human tuberculosis
(BCG M. bovis) has advantages for use in livestock, for which its effectiveness must
be evaluated by means of a diagnostic test able to discriminate infected animals
from those that have been vaccinated (DIVA). Based on the above, the Agricultural
and Livestock Service of the Ministry of Agriculture of Chile requested a study
evaluating the application of the BCG vaccine and the DIVA test for the prevention
and diagnosis of M. bovis infection in bovine farms in the central zone of Chile, of
which this study is part.

The purpose of this work was to implement and characterize an-ELISA-IFN-y assay
with antigens ESAT-6, CFP-10 and Rv3615c (DIVA) for the diagnosis of M. bovis
infection in Chile.

It was determined that the cut off that allow the best combination of specificity (Sp)
and sensitivity (Se) values, prioritizing the Sp, is 0.06 OD for the PC-EC antigen
pool and, 0.02 OD in Rv3615c; obtaining a diagnostic yield of 61% and 45% of Se
and 82% and 90% of Sp, respectively. While the overall performance of the DIVA
test in this study was 68% Se and 79% Sp. Additionally, the area under the ROC
curve of the antigens was 0.735 £ 0.054 in PC-EC and 0.731 + 0.054 in Rv3615c

When comparing the DIVA test with the Bovigam 2G, gPCR-Boviman, Stonebrink
and Bactec MGIT 960 assays, showed significant differences in all comparisons, a
low agreement in relation to Bovigam 2G and, insignificant among all the others.
Suggesting that the comparative tests focus on different detection targets that
predominate in different phases of the infection

These results show that the DIVA test developed is effective but not efficient in the
diagnosis of M. bovis infection.

Key words: Mycobacterium bovis, BCG M. bovis, PC-EC (ESAT-6 and CFP-10),
Rv3615c DIVA.
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1. INTRODUCCION

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad bacteriana infectocontagiosa de
caracter zoonotico, cuyo agente etiolégico es M. bovis, el cual ademas tiene la
capacidad de infectar otros animales domeésticos y salvajes, pudiendo éstos
establecer reservorios de la infeccion (Reyes, 2014).

En el bovino, el principal mecanismo de transmision es a través de la excrecion e
inhalacion del agente, por medio de las vias respiratoria. La diseminacion de la
bacteria al resto del organismo puede establecer diversos cuadros patoldgicos
como tuberculosis cavitaria, miliar y perlada (Abalos y Retamal, 2004).

La importancia de TBB es resultado del dafio generado en la salud publica y del alto
impacto econdmico en el sector pecuario, en diversas regiones del mundo. La
prevalencia mundial estimada de TBB es de un 9%, generando costos ascendentes
a 3 billones anuales de ddlares, referidos a una reduccion severa de la productividad
en los animales infectados, controles de movimiento, pruebas diagnosticas,
sacrificio de los animales infectados y restricciones comerciales (Vordermeier et al.,
2016a; Machugh et al., 2009).

El riesgo de infeccion a la poblacién humana, la pérdida de la productividad en los
animales infectados y las restricciones en el comercio internacional han gatillado la
ejecucion de programas de control y erradicacion de TBB en el mundo; los cuales
se basan en un diagnéstico oportuno y la eliminacion de aquellos animales
infectados, principalmente. Sin embargo, el alto costo y cuestionable eficacia de
dichas medidas, requiere complementar dichos programas con nuevas estrategias
de control, siendo fundamental, incluir la vacunacién del ganado contra TBB.
Aunque la vacuna producida a partir de la cepa M. bovis BCG ha mostrado en
principio una eficacia cuestionable en el ganado, en las ultimas décadas diversos
estudios han demostrado significativos incrementos en los niveles protectivos de la
vacuna BCG en el ganado, describiendo a su vez, diversos factores vinculados al
incremento de su eficacia. Sin embargo, el uso de la vacuna interfiere y limita las
pruebas cutaneas de tuberculina y otras pruebas inmunologicas, utilizadas para
determinar si los animales, y sus planteles, estan oficialmente libres de TBB. Por

este motivo, tanto el potencial uso, como la evaluacion de la eficacia de la vacuna
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BCG en el ganado, requiere del uso de una prueba diagndstica, capaz de diferenciar
animales infectados entre los vacunados (DIVA, del inglés “differentiating infected
from vaccinated animals”). La prueba DIVA TBB utiliza los antigenos que se
expresan y/o secretan por las cepas de campo M. bovis, pero no por la cepa de la
vacuna atenuada BCG. Entre estos se destacan las proteinas micobacterianas
ESAT-6 y CFP-10, codificadas por los genes ausentes en la cepa de la vacuna BCG
y; la proteina Rv3615c presente en la cepa BCG, aunque no es secretada, debido

a una mutacion en el sistema de secrecion esx-1 (EFSA, 2013).

En Chile, el afio 2011 se inici6 el Plan Nacional de Control y Erradicacion de
Tuberculosis Bovina, que pretende lograr la erradicacion y control de la enfermedad,
en areas epidemiolégicas de baja y alta prevalencia, respectivamente. Dicho plan,
se basa en el diagnostico de los animales infectados, saneamiento predial
(eliminacion de infectados para beneficio en plantas faenadoras),
compartimentacion o biocontencién y restricciones al movimiento del ganado, tanto
dentro como entre los predios. Sin embargo, la vacunacion del ganado con la cepa
BCG de M. bovis podria representar una estrategia complementaria para el avance
del programa, especialmente en la zona de mayor prevalencia, que debe ser
evaluada junto a una prueba diagndstica DIVA capaz de discriminar la condicion de

infeccién con una cepa de campo o con la cepa de la vacuna.

Por lo tanto, con el fin de evaluar la eficacia de la vacuna BCG en zonas de alta
prevalencia de Chile, como una potencial estrategia complementaria para el avance
del Plan Nacional de Control y Erradicacion de Tuberculosis Bovina, el objetivo de
este trabajo fue determinar la eficacia y eficiencia diagnéstica de una prueba DIVA,
con antigenos ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c, para el diagndstico de la infeccion por

M. bovis entre animales vacunados con la cepa BCG en la Region Metropolitana.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Género Mycobacterium

El género Mycobacterium, perteneciente al Orden Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae, esta constituido por organismos procarioticos, entre los cuales
se describen especies patdgenas como aquellas agrupadas en el complejo M.
tuberculosis (CMT) y en el complejo M. avium (CMA). Ademas, se describen
numerosas especies de microorganismos micobacterianos saprofitos presentes en
el suelo y el agua. Las micobacterias se caracterizan por ser bacilos delgados,
aerobios obligados, inméviles, no esporulados, con un tamafio de 0,2a 0,6 x 1 a 10
um que se tifien con dificultad y demuestran la propiedad de &cido resistencia,
derivada de la presencia de una gruesa pared celular con un alto contenido de
lipidos, los cuales son capaces de retener determinadas tinciones, después del
tratamiento con acidos y alcohol (Olsen et al., 2010). Entre los aspectos fenotipicos,
utilizados tradicionalmente para la clasificacion de este género, se describe la
temperatura y tasas de crecimiento, pigmentacion de colonias cultivadas en luz u
oscuridad, requisitos nutricionales, caracteristicas bioquimicas, rango de
patogenicidad en animales experimentales y fundamentalmente, la estructura de la
pared celular. Sin embargo, dicho sistema tradicional de clasificacién ha derivado
en el uso cada vez mayor de técnicas moleculares de identificacion de secuencias
especificas de ARNr y ADN, mediante un conjunto cada vez mas amplio de sondas
particulares de cada especie, que permiten discriminarlas (Markey et al., 2013; Ryan
y Drew, 2011).

Dentro del género Mycobacterium, tres especies tienen fundamental importancia en
salud animal: M. avium (M. avium subsp. avium), causante de tuberculosis en aves
y patogena para ciertos mamiferos; M. avium subsp. paratuberculosis, agente
etiol6gico de la paratuberculosis bovina y M. bovis, cuyo hospedador primario es el

ganado bovino (de Kantor, 2007).
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2.2. Mycobacterium bovis

M. bovis esta incluido dentro del CMT, junto a M. tuberculosis, M. africanum, M.
canettii, M. pinnipedii, M. caprae y M. microti (Olsen et al., 2010); constituyendo
estos, un grupo cercano de agentes etiol0gicos causantes de tuberculosis humana
y animal (Reyes, 2014). La enfermedad estd4 caracterizada por inflamacion
granulomatosa (tubérculos) en la puerta de entrada y el linfonodo regional, asi como
el desarrollo por fases de la infeccion (Trautwein, 2005). Dichas especies del CMT,
comparten secuencias genéticamente idénticas en el ARNr 16S, junto con poseer
sobre un 99,9% de identidad en sus nucledétidos; pero, al mismo tiempo, presentan
diferencias fenotipicas entre las subespecies, rango de hospederos y patogenicidad
(Reyes, 2014). Sin embargo, aunque otras micobacterias como M. kansasii, M.
scrofulaceum, M. aquae, M. smegmatis, M. fortuitum y aquellas pertenecientes al
CMA, son patdgenas o apatdgenas para el bovino, si tienen un importante rol como
causantes de reacciones inmunoldgicas inespecificas a ciertas pruebas

diagnésticas indirectas (Trautwein, 2005).

Ademas de ser el agente etioldgico causal predominante de tuberculosis del ganado
vacuno en el mundo, M. bovis tiene la gama de hospederos mas amplia entre las
especies incluidas en el CMT (Abalos y Retamal, 2004); todas las especies de
mamiferos, entre ellas la especie humana, son susceptibles a la infeccién, aunque
la susceptibilidad de las diferentes especies es variable (Vanderklock, 2010). Dicha
capacidad de infectar a un mayor rango de hospederos y, por ende, el potencial de
transmitirse entre ellos se refleja en las dificultades en algunos paises para con el
control de la enfermedad en el ganado (Vordermeir et al., 2016a; Vanderclok, 2010;
Abalos y Retamal, 2014). A lo anterior se suma, un elevado umbral de resistencia
frente a influencias externas, como desinfectantes, acidos y alcalis, en comparacion
al resto de las bacterias no formadoras de esporas (Dorronsoro y Torroba, 2007);
resistencia a la desecacion, congelacion, concentraciones bajas de oxigeno, lento
crecimiento y alto contenido lipidico de su pared celular, le otorgan un alto potencial
como reservorio ambiental de la infeccion (Reyes, 2014). Sin embargo, la luz
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ultravioleta y el calor (>65° C durante 30 minutos) las inactivan (Dorronsoro y
Torroba, 2007).

2.3. Infeccidon por M. bovis 'y TBB

Segun Pollock y Neill, (2002) M. bovis es un patégeno que interacciona con la
respuesta inmune del hospedero, describiendo que una vez ocurrido el contacto de
la bacteria con el animal y, producida una infeccion efectiva, esta expresa
mecanismos de virulencia que le permiten sobrevivir en el ambiente intracelular de
macréfagos, siendo éstas las células blanco de la infeccion y responsables de la
persistencia bacteriana, induciendo la formacién de un mecanismo de contencién
que se conoce como “Complejo Primario”, el cual es una lesion granulomatosa
avascular que incluye tanto el pulmén, que es el lugar donde predominantemente
coloniza primero la bacteria y, el linfonodo regional. Esta etapa de la infeccién se
caracteriza por una elevada respuesta celular y liberacién de IFN-y principalmente,
que en un individuo sano genera proteccién contra la infeccion en curso y contra
futuras exposiciones al mismo agente, sin causar lesiones adicionales y, por tanto,
en una condicion de infeccidn asintomatica. Sin embargo, condiciones de
inmunodepresion pueden inhibir al sistema inmune, generando que este se haga
incapaz de contener al patdbgeno, multiplicandose y, diseminandose al resto del
organismo, generando la enfermedad sintomatica en el animal. Adicionalmente,
mecanismos de virulencia bacterianos, que promueven la estimulacién de respuesta
inmune humoral (no protectiva), en las fases avanzadas de la enfermedad generan
el decaimiento de la respuesta inmune celular, la cual puede hacerse indetectable,

situacion que se conoce como anergia (Pollock et al., 2001).
2.4. Métodos de evaluacion diagnostica de TBB

Los métodos para el diagndstico de TBB se agrupan en dos categorias de pruebas:
directas e indirectas. Las pruebas directas, son aquellas que detectan la presencia
del agente etiolégico en el animal hospedero. Se desarrollan a partir de muestras
obtenidas durante la etapa post mortem, destacando el cultivo micobacteriano y

PCR, usadas para confirmar la infeccion. Pruebas indirectas son aquellas que
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identifican la infeccion en el animal vivo, usando indicadores de infeccién o
marcadores inmunologicos en el hospedero, producto de una estimulacién con

diversos antigenos propios de M. bovis (Strain et al., 2011).

En las pruebas diagnoésticas, la sensibilidad (Se) o probabilidad de que un animal
infectado realmente tendra un resultado positivo; como la especificidad (Es) o
probabilidad de que un animal no infectado tendra un resultado negativo, pueden
ser medidas contra una prueba estdndar de referencia (prueba de oro),
caracterizada por un alto nivel en dichas variables. En tuberculosis bovina, el
estandar de la prueba de referencia (cultivo en medio Stonebrink), en cuanto a
dichas variables, es muy alta en Es (>99%), pero relativamente pobre en Se,
determinando un estdndar imperfecto de comparacion o andlisis de dichas
variables, con otras pruebas potenciales (Strain et al., 2011). Algunos de los
métodos de evaluacion diagndstica de TBB conocidos, se mencionan a

continuacion:
2.4.1. Métodos de deteccion directos

2.4.1.1. Métodos de cultivo

El aislamiento de micobacterias, a partir de métodos de cultivo, permite un
diagnéstico especifico de la infeccidn, identificacion de especie y eventuales
estudios de sensibilidad frente a antimicrobianos (Alcaide et al., 2005). Aunque, una
lenta tasa de crecimiento, baja cantidad del agente en las muestras, junto a la
presencia de diversos microorganismos bacterianos y/o micéticos, dan como
resultado un elevado potencial de contaminacion en los distintos métodos de cultivo

existentes, limitando su sensibilidad.

Como las caracteristicas lipidicas de la pared celular brindan a las micobacterias de
una mayor resistencia a la inactivacién por medio de soluciones acidas o alcalinas
fuertes. Dicha propiedad, permite reducir considerablemente el sobrecrecimiento
bacteriano indeseable por medio del contacto de la muestra con distintos agentes
descontaminantes, durante un periodo controlado de tiempo, después del cual, el

acido o el Aalcali utilizado, es neutralizado, y la mezcla concentrada por
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centrifugacion a alta velocidad. Entre dichos agentes descontaminantes destacan,
NaOH 4%, N-acetil-L-cisteina mas NaOH al 2%, cloruro de cetilpiridio 1% mas NaCl
al 2%, acido oxalico 5%, ditiotreitol mas NaOH al 2%, fosfato trisodico 13% mas
cloruro de benzalconio (Zephiran ®) y fosfato trisodico 13% (Koneman et al., 2006;
Alcaide et al., 2005).

2.4.1.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados para el aislamiento de micobacterias son de tres
tipos distintos: los medios de huevo espesado y medios de agar semisintético son
de caracter sélido; y un tercer tipo, de medios liquidos (Brooks y Carrol, 2011). Se
considera como prueba de referencia para el cultivo de micobacterias, una

combinacion de medios de cultivo liquido y soélido (Hines et al., 2006).

Los medios de huevo espesado comprenden, Lowenstein Jensen (LJ), Stonebrink
(ST) y Ogawa (de Kantor, 2007; Middlebrook y Cohn, 1958). El medio mas favorable
para el crecimiento de M. bovis contiene piruvato 0,4% en ausencia de glicerol (ST),
ya que éste ultimo componente inhibe su desarrollo (Alcaide et al., 2005; de Kantor,
2007). Se incluye al medio el verde de malaquita, con el objeto de inhibir la
proliferacion de otros microorganismos contaminantes. Dicho medio requiere,
usualmente, 6 a 8 semanas para un crecimiento visible de colonias micobacterianas
(Alcaide et al., 2005).

Medios de agar semisintético, como Middlebrook 7H10 y 7H11, contienen albumina
entre otros componentes, que neutraliza los efectos toxicos e inhibidores de acidos
grasos presentes en la muestra o el medio de cultivo. Poseen menor Se, variable
critica para el aislamiento primario de micobacterias. Son utilizados, basicamente,
para observar la morfologia de colonias y su susceptibilidad (Brooks y Carrol, 2011;

Koneman et al., 2006).

Los medios liquidos, Middlebrook 7H9 y 7H12, poseen mayor Se y otorgan un rapido
desarrollo micobacteriano (Brooks y Carrol, 2011). Sin embargo, requieren de
sistemas manuales, semiautomatizados o automatizados, de mayor costo; entre
ellos estan MGIT (BD Diagnostic), BACTEC 460 (BD Diagnostic Systems, Sparks,
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MD) y MGIT 960 (BD Diagnostic Systems), respectivamente. Usualmente, los
cultivos sospechosos positivos son transferidos al medio de ST cuando son
necesarias pruebas bioquimicas (Han, 2016; Koneman et al., 2006). La incubacién
de M. bovis en dichos medios de cultivo, requiere temperaturas de 37° C +/- 1°C
(Markey et al., 2013).

2.4.1.3. Método PCR

La técnica molecular de PCR es capaz de detectar la presencia de micobacterias
del CMT (OIE, 2009). La deteccién se lleva a cabo por medio de la replicacion in
vitro de una secuencia del ADN, limitada por un par de oligonucleétidos especificos,
mediante el uso de un enzima termoestable (Taq polimerasa), entre otros reactivos.
Como resultado de determinados ciclos de amplificacién, se obtiene un aumento
exponencial del nimero de copias del fragmento buscado, en este caso una
secuencia del genoma, conservada o propia del CMT; para ello se han utilizado con
éxito, las secuencias de insercion 1S6110 e 1S1081, como blanco genético. Sin
embargo, su presencia y namero de copias varia entre los miembros de dicho
complejo y sus cepas (Quezada, 2011). Otros oligonucleotidos utilizados descritos,
son aquellos que amplifican secuencias del ARNr 16S-23S y de los genes que
codifican las proteinas MPB70 y el antigeno b de 38 kDa (OIE, 2009).

2.4.2. Métodos de deteccidn indirectos

Se pueden diferenciar 2 categorias: aquellas que se basan en la deteccion de la
respuesta inmune celular, relacionada a hospederos inmunocompetentes,
comprenden la prueba cutanea intradérmica de tuberculina y la prueba de liberacién
de interferon-gamma. Por otra parte, estan aquellas pruebas cuyo blanco es la
respuesta humoral, referida a aquellos animales con alto compromiso patoldgico
sistémico o en fase anérgica de la enfermedad, mediante pruebas de deteccion de

anticuerpos (Strain et al., 2011).
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2.4.2.1. Prueba de Tuberculina (PPD)

Es la prueba de deteccion primaria para el diagnostico de tuberculosis bovina
(Vordermeier et al., 2016a), siendo prescrita para el comercio internacional de
ganado. Consiste en una prueba de campo que implica la inyeccion intradérmica de
un derivado proteico de M. bovis (PPDb) y posterior deteccion de inflamacion, en un
plazo de 72 horas. Dentro de sus variantes mas usadas estan la prueba del pliegue
ano-caudal (PAC) y la prueba cervical comparada (PCC). Esta ultima es utilizada
para diferenciar entre animales infectados con M. bovis, de aquellos reactivos a
PPDb debido a una sensibilizacion por M. avium (OIE, 2009); mostrando una Es de
88,8-100% y Se de 55,1-93,5%, en comparacion con PAC, con 96-98.8% y 68-
96,8% de Es y Se, respectivamente (Reyes, 2014).

La eleccion de cual de las dos pruebas debe utilizarse en un rebafio determinado,
dependera de la prevalencia de infeccion por TBB. A mayor prevalencia, mayor Es
de la prueba sera necesaria; mientras que la existencia de exposicion ambiental a
otras micobacterias sensibilizadoras y/o una baja prevalencia, requerira mayor Se
del ensayo (OIE, 2009).

2.4.2.2. Prueba de Interferon Gamma

Es una prueba sanguinea, in vitro, que mide la liberacion de la citoquina interferén-
gamma (IFN-y), por linfocitos sensibilizados, producto de un periodo de incubacién
con antigeno PPDb; comparando la produccién de IFN-y tras la estimulacién con
PPDb y PPDa. La cuantificacion de IFN-y producido se realiza por medio de un

ensayo inmunodiagndstico, ELISA de captura (OIE, 2009).

El uso de la prueba de IFN-y se indica para aumentar la Es en relacion con la
prueba PPD, o bien para incrementar la Se de deteccion. El punto de corte puede
adaptarse segun la situacion epidemiolégica de donde se requiera utilizar dicho
ensayo. Sin embargo, aunque un bajo punto de corte podria aumentar la Se,
simultdneamente podria afectar negativamente la Es del ensayo. Una mejora mas

significativa en la Es de la prueba seria mediante la utilizacion de antigenos mas
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definidos (ESAT-6 y CFP-10). En la actualidad, la prueba descrita se comercializa

como Bovigam® (Prionics, Suiza) (Strain et al., 2011).

2.5. Control y erradicacion de TBB

2.5.1.Programas de control y erradicacion

La implementacion de programas de control y erradicacion de TBB en el mundo se
debe fundamentalmente al riesgo de infeccidn a la poblacion humana, la pérdida de
la productividad en los animales infectados y las restricciones en el comercio
internacional (Machugh et al., 2009); estos programas se basan en un diagndstico
oportuno y la eliminacién de animales infectados, vigilancia activa, restriccion del
movimiento y vigilancia en plantas faenadoras (vigilancia pasiva), junto con la
prevencion de la diseminacion de la infeccidn tanto dentro como hacia fuera de los
rebafios, mediante distintas y variadas normas de bioseguridad (Reyes, 2014). Sin
embargo, el amplio espectro de potenciales hospederos de la infeccion ha
repercutido desfavorablemente en el éxito de estas medidas, permitiendo su
mantencion en especies animales domésticas y/o silvestres, como reservorios en
distintas zonas geogréficas del mundo. Este ultimo tipo de especies, protegidas o
no segun la legislacion vigente de cada pais, ha generado la necesidad de ampliar
dichos programas, en términos epidemioldgicos y legales, considerando ademas
factores de biodiversidad (Chamber, 2009; Abalos y Retamal, 2004).

2.5.2.Vacunacion contra TBB

Las vacunas disponibles para el control de TBB son aquellas desarrolladas a partir
del bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Sin embargo, la vacunacion con BCG no se
utiliza actualmente en los programas de control y erradicacion existentes a nivel
internacional y, es ilegal en la Union Europea (UE). La razon se justifica por diversos
estudios que indican una eficacia variable en el ganado, ademas de interferir con la
accion de la prueba PPD, utilizada para determinar si animales y los paises estan
oficialmente libres de TBB (EFSA, 2013).
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2.5.2.1. Vacuna BCG

Es la vacuna utilizada para la prevencion de tuberculosis humana; de tipo viva
atenuada, derivada de una mutacién de M. bovis. Fue desarrollada en la primera
mitad del siglo XIX, en el laboratorio Pasteur, Francia, por Calmette y Guerin.
Distintas cepas de esta vacuna son utilizadas masivamente, como parte de
programas de salud publica contra la tuberculosis en la especie humana, existiendo
entre ellas diferencias en sus secuencias genodmicas; la cepa danesa 1331 (Instituto
Serum de Staten en Copenhague, Dinamarca) es la de uso en la UE (Vordermeier
et al., 2016b; EFSA, 2013) y, la cepa Sofia 222 en Chile!

Entre algunas causas relacionadas con la variabilidad obtenida en la eficacia de la
vacuna BCG en pruebas de campo en el ganado, se ha comprobado que el uso de
distintas cepas, altas dosis administradas, exposicidbn previa a micobacterias
ambientales en los animales vacunados, falta de proteccion a largo plazo, altos
niveles de exposicién natural a micobacterias y edad de vacunacion han constituido
factores determinantes en los niveles protectivos alcanzados (Vordermeier et al.,
2016a). En consecuencia, a través de modificaciones en modelos de desafio, cepas
y dosis, se ha podido incrementar significativamente la eficacia de la vacuna BCG
(Ameni et al., 2010). Sin embargo, el rendimiento de una prueba diagndstica, en
cuanto a Es y Se, capaz de detectar los animales infectados entre los vacunados,
debe ser estimado antes de iniciar ensayos de rendimiento de la vacuna BCG en un
lugar determinado, dado que, los andlisis de ensayos de vacunacidén serian
inciertos, si el rendimiento de la prueba resulta ser baja. Dicha prueba, en TBB, es
denominada DIVA, por las siglas del inglés “Detecting Infected among Vaccinated
Animals” (EFSA, 2013)

2.5.2.2. Prueba DIVA

El desarrollo de una prueba DIVA para TBB, en relacion con la vacuna BCG, ha
tenido un desarrollo importante durante el dltimo tiempo. Basada en la prueba

indirecta de liberacion de IFN-y y a partir de la secuenciacion de los genomas de M.

1 RETAMAL, P. 2018. [Comunicacion Personal]. U. de Chile. FAVET.
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bovis y M. bovis BCG, se han desarrollado diversos enfoques para identificar
reactivos (antigenos) que brinden la Se y Es requerida (Vordermeier et al., 2016a;
Vordermeir et al., 2016b); Segun Conlan et al., (2016), se estima que se requiere de
una eficiencia de al menos 99,85% de Es y una Se de = 40% de la prueba. Sin
embargo, al no existir una prueba de oro o de referencia capaz de definir el estado
de TBB en un animal, se sugiere desarrollar un modelo multiple, que permita
corregirlo. Entre estos se describe la inclusién de inspeccion post-mortem de
linfonodos, histologia, bacteriologia y PCR en los andlisis (Conlan et al., 2016;
EFSA, 2013).

En cuanto a los potenciales reactivos estimuladores de dicha prueba, segun
estudios de analisis gendmico y de transcriptoma comparativos entre M. bovis BCG
y M. bovis, se han identificado genes deletéreos o mutados en BCG. Entre estos, el
lociRD1, que codifica la expresion de los antigenos ESAT-6, CFP-10 y el sistema
de secrecion esx-1, permitiendo este ultimo la secrecion del antigeno Rv3615c. La
capacidad inmunogénica de dichos antigenos ha sugerido un potencial para su uso
combinado en una prueba DIVA (Vordermeier et al., 2016a; Pym et al., 2003). En
cuanto a la Es, tanto ESAT-6 como CFP-10, se consideran en gran parte,
especificas del complejo M. tuberculosis y ausentes en M. avium y M. bovis BCG,
aunque conservada en M. kansasii. Por lo tanto, exceptuando M. kansasii, podrian
determinar significativamente la Es de la prueba (Strain et al., 2011).

2.6. Plan Nacional de Control y Erradicacion de TBB

El Plan Nacional de Control y Erradicacion de Tuberculosis Bovina en Chile fue
iniciado durante el afio 2011, con el objetivo de lograr la erradicacion de la
enfermedad en areas epidemiolégicas de baja prevalencia y reducirla
significativamente en el resto del pais. La estrategia de este programa se basa en
la vigilancia predial, a través del diagndstico de campo mediante pruebas PPD y/o
IFN-y; vigilancia en plantas faenadoras, mediante examen post-mortem, junto a
pruebas confirmatorias de laboratorio (Cultivo bacteriolégico y PCR) desde
muestras de linfonodos u 6rganos con y sin lesiones del tipo granulomatosas

visibles. El resultado de dichas pruebas, son utilizados para certificar y clasificar la
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condicion de infeccion en los animales y predios, respectivamente. Ademas, dicho
plan implica un sistema de saneamiento predial y certificacion de predio libre, los
cuales apuntan a impedir la transmisiéon de la enfermedad dentro del rebafio,
eliminar la enfermedad y mitigar el riesgo de transmisién de la infeccion entre
rebafos, mediante la implementacion de medidas de trazabilidad, biocontencion e
investigacion epidemioldgica, segun sea cada caso y en distinta intensidad (SAG,
2016).

Sin embargo, la vacunaciéon del ganado con la cepa BCG de M. bovis podria
representar una estrategia complementaria para el avance del programa,
especialmente en la zona de control, de alta prevalencia. En dicho caso, la
vacunacioén, debe ser evaluada junto a una prueba diagnéstica, capaz de discriminar

la condicién de infeccidén con una cepa de campo y, con la cepa vacuna.
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3. HIPOTESIS

El ensayo de ELISA-IFN-y con antigenos ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c (DIVA) es
eficaz y eficiente en el diagndstico de la infeccion por M. bovis en Chile.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Implementar y caracterizar un ensayo de ELISA-IFN-y con antigenos ESAT-6, CFP-

10 y Rv3615c (DIVA) para el diagnostico de la infeccidn por M. bovis en Chile.

4.2. Objetivos especificos

— Determinar la eficiencia diagnostica de un ensayo de ELISA-IFN-y con
antigenos ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c (DIVA) para el diagndstico de la
infeccion con M. bovis en Chile.

— Comparar el desempefio de la prueba DIVA con las técnicas de ELISA-IFN-
y Bovigam 2G®, cultivo en medio Stonebrink, sistema BACTEC MGIT 960 y
g-PCR Boviman®.
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5. MATERIAL Y METODOS

Los ensayos, tanto de ELISA-IFN-y con antigenos ESAT-6, CFP-10y Rv3615, como
ELISA-IFN-y Bovigam 2G® fueron implementados en el Laboratorio de
Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Chile
(FAVET). Mientras que el desarrollo de pruebas confirmatorias, cultivo en medio
Stonebrink, sistema BACTEC MGIT 960 y gq-PCR Boviman® se realizaron en el
Laboratorio de Micobacterias del Subdepartamento Laboratorios y Estacion
Cuarentenaria Pecuaria Lo Aguirre, del Servicio Agricola y Ganadero (SAG),
manteniendo los protocolos establecidos por dicho laboratorio.

5.1. Muestras

Se utilizaron un total de 440 muestras, de las cuales 103 muestras provinieron de
bovinos de predios infectados con TBB, 165 muestras de bovinos provenientes de
predios sin infeccion con TBB y, 172 muestras de bovinos provenientes de predios
sin informacién predial de infeccion con TBB (SAG, 2016). Todas las muestras
fueron obtenidas en plantas faenadoras de la Region Metropolitana. Las muestras
de bovinos provenientes de predios sin infeccién con TBB fueron obtenidas en las
plantas faenadora de carnes Camer. Mientras que las muestras de bovinos
provenientes de predios con infeccion con TBB fueron obtenidas desde vacas
adultas (categoria U), provenientes de predios con altas prevalencias de M. bovis,

procedentes de la RM, en las plantas faenadoras Cartagena y La Pintana.
Cada muestra o unidad de estudio comprendio:

10 mL de sangre entera tomada con anticoagulante (heparina de litio)
Esta muestra se obtuvo después de la desensibilizacion de los animales, durante el

procedimiento de sangrado.

Tejidos con lesiones sospechosas de tuberculosis y su linfonodo regional.
En los casos en que el animal no presentd lesiones sospechosas de tuberculosis,
se muestrearon 2 linfonodos completos de la cabeza (submandibular y

retrofaringeo) y 2 linfonodos mediastinales.
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Una vez colectadas las muestras, fueron rotuladas y almacenadas inmediatamente
a 4°C hasta su arribo al laboratorio, donde fueron analizadas por las pruebas de

diagnéstico de M. bovis.

5.2. Método

5.2.1. Muestras sanguineas

Una vez que fue recolectada la muestra de sangre, en tubos con heparina de litio,
se homogeneizaron suavemente y se mantuvieron a temperatura ambiente (TA) (22
+ 3°C), evitando rangos extremos, para su cultivo con los antigenos propios de M.
bovis y aquellos ausentes en BCG, en las primeras 30 horas desde que fueron
obtenidas.

Todas las muestras de sangre, de los animales en estudio, fueron analizadas
mediante las pruebas de ELISA-IFN-y Bovigam 2G® y test DIVA con antigenos
ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c.

5.2.1.1. Pruebas Bovigam 2G y DIVA con antigenos ESAT-6, CFP-
10y Rv3615c

Se utilizé el kit diagnostico Bovigam® (Prionics, Suiza), segun las indicaciones del
fabricante, para la deteccion de IFN-y bovino, mediante los antigenos
estimuladores: Tuberculina bovina PPD 3000 y Tuberculina aviar PPD 2500, de
Prionic A.G, en la prueba Bovigam 2G. Mientras que, en la prueba DIVA, se
utilizaron los antigenos ESAT-6 y CFP-10 (PC-EC); obtenido de Prionics A.G; y
Rv3615c de Pepceuticals Limited Unit.

El procedimiento de la prueba se realizo en 2 etapas:
5.2.1.1.1. Etapa 1: Cultivo de sangre entera

Se dispensaron 6 alicuotas de 250 uL de sangre heparinizada por cada animal en

una placa de cultivo de 96 pocillos.

Se afladieron, 25uL de PBS 1X (Control Antigeno Nulo), PPD bovino, PPD auviar,
PC-EC (ESAT-6 y CFP-10) y Rv3615c, usando técnicas asépticas en los 6 pocillos,
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conteniendo la sangre previamente dispensada en el paso anterior; la concentraciéon
de antigenos fue 7,5 Ul de PPD bovino, 6,2 Ul de PPD aviar y, 1,37 ug de Rv3615c
y PC-EC, aproximadamente por cada prueba. Ademas, se utilizO un mitdégeno
liofilizado Pokeweed (Prionics A.G) para demostrar la funcionalidad de las células
productoras de IFN-y.

Las placas, conteniendo sangre y antigenos, se incubaron por 16 a 24 horas a 37°C

en atmésfera hiumeda.

Después de la incubacion, se centrifugaron las placas a 500g por 10 min a TA
ambiente (22+3°C), y 100uL de plasma fueron extraidos y almacenados a -20°C
hasta la siguiente etapa.

5.2.1.1.2. Etapa 2: ELISA IFN-gamma bovino

Se utilizo el kit diagndstico Bovigam® (Prionics, Suiza), segun el fabricante, para la

deteccion y cuantificacion de interferon gamma bovino en el plasma obtenido.

Las absorbancias de cada pocillo se leyeron mediante el espectrofotometro de Bio
Tek Instruments Inc, modelo ELx800, usando un filtro de 450nm con uno de

referencia de 620-650nm.

5.2.1.1.3. Interpretacién de las pruebas Bovigam 2G® y DIVAcon
antigenos ESAT-6, CFP-10y Rv3615c

Para la identificacion de un animal reaccionante, los resultados de la prueba

Bovigam 2G® se interpretaron, segun el siguiente criterio.
Reaccion positiva: PPD-B - DO NIL (PBS) 20,05 y DO PPD-B — PPD-A =0,05.

Con la prueba DIVA, se determind el punto de corte mediante el uso de curvas ROC,

priorizando la especificidad por sobre la sensibilidad (Conlan et al., 2015)
5.2.2. Muestras de tejidos

Todas las muestras de tejido fueron procesadas para su analisis con las pruebas

oficiales utilizadas por el laboratorio SAG: Aislamiento bacteriolégico (Stonebrink y
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BACTEC MGIT960) y g-PCR Boviman®. La condicién de infeccion fue determinada
por el resultado de todas las pruebas mencionadas (excepto el test DIVA que se

evaluo), de la siguiente manera:

e Muestra negativa: Sin lesiones macroscopicas sugerentes de infeccion y sin
deteccion del agente. En este caso, cada muestra fue evaluada por todos los
métodos diagnosticos mencionados.

e Muestra positiva: Con g-PCR Boviman® positivo o con aislamiento positivo.

5.2.2.1. Aislamiento bacteriolégico

Se utilizaron linfonodos y/u érganos de bovinos con o sin lesiones del tipo
granulomatosas (LTG), visibles en la inspeccion post mortem en las plantas

faenadoras mencionadas.

Se utilizé el método de Petroff, estandarizado por el Laboratorio de Micobacterias
del SAG, para la descontaminaciéon de las muestras?, como se describe a

continuacion:

Mediante el uso de un bisturi se seleccion6 entre 5y 10 g. de tejido con lesiones
granulomatosas aparentes (caseo-necrosis, consistencia calcificada u otro) y/o
tejido sano adyacente, que luego se corté finamente para facilitar su

homogeneizacion.

Para la homogeneizacion el tejido seleccionado se deposité dentro de una bolsa de
Stomacher y se agregdé 10 mL de agua destilada estéril (ADE). En el equipo, la

muestra se homogeneiz6 durante 0,5 a 1 minuto a maxima velocidad.

A 2 mL del homogeneizado se agregé 2 mL de NaOH 3,5%. Se agito en vortex e
incubo en estufa a 37°C por 20 min.

Inmediatamente después de la incubacion, la mezcla se centrifugd a 3000 r.p.m

durante 10 min.

2 ZURITA, P. 2016. [Comunicacion Personal]. SAG. Lab. de Micobacterias.
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Se elimin6 el sobrenadante y se agreg6 al tubo 3 a 5 gotas de rojo fenol como
indicador de pH, luego se neutralizo la muestra con H2SO4, hasta que se genero el

viraje desde el color rojo hasta un color amarillo-anaranjado.

Una vez neutralizada la muestra, con hisopo estéril se inoculo parte del sedimento
en un tubo con medio ST y, se incubé a 37°C. Los tubos se observaron
semanalmente, descartdndose aquellos que a los 60 dias no presentaron desarrollo
de colonias sospechosas a Mycobacterium. Las colonias sospechosas se

analizaron mediante la técnica mPCR.

Para la siembra en medio de cultivo liqguido en equipo BACTEC MGIT 960 se
utilizaron las muestras que ya fueron descontaminadas a través del método de
Petroff estandarizado, antes mencionado. Se agregé 0,5 mL, a cada tubo,
conteniendo medio PANTA-OADC, y se agitd6 para lograr una completa
homogenizacion. Los tubos fueron ingresados al equipo BACTEC MGIT 960, siendo
leidos cada 60 minutos durante 7 semanas. Las muestras sospechosas, que el
equipo identific6 como positivas, fueron retiradas y analizadas mediante la técnica

mPCR, desde el in6culo.
5.2.2.2. Procedimiento de g-PCR Boviman

En el gabinete de bioseguridad se depositd la muestra de linfonodo en una placa de
Petri y se seleccion6 un trozo de lesion granulomatosa y/o tejido sano, del tamafio
aproximado de 3 x 3 mm, éste se depositd en un tubo de tapa rosca estéril de 2mL
con sello O ring, con un contenido de 0,5 mL de perlas de zirconia: 0,25 mL de 0,1
mm y 0,25 ml de 1 mm, respectivamente.

Se agreg6 al tubo 400 uL de Buffer de lisis del kit de extraccién High pure PCR
template preparation kit Roche®.

Posteriormente se agrego 50 uL de proteinasa K Roche (incluida en el kit).

Los tubos fueron depositados en un disruptor celular (Biospec products Inc) por 3

minutos a 3000 rpm, y luego fueron incubados por un minimo de 1h a 55°C.
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Luego se centrifugaron a 12.000 rpm durante 5 min y, posteriormente se extrayeron
200 uL del sobrenadante que fueron seguidamente transferidos a un tubo Eppenforf
limpio de 1,6 mL.

Posteriormente se utilizo el kit de extraccion High pure PCR template preparation kit
Roche®, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Finalmente, la pureza y cantidad de DNA se midié mediante el espectrofotdmetro
Nanodrop 1000.

Para la reaccion de g-PCR, se utilizé el kit BoviMan® siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Este kit contiene oligonucle6tidos, sondas, control
interno (CI) y control positivo, y esta especificamente adaptado para gPCR con
sondas de hidrdlisis marcadas dualmente para la identificacion de Mycobacterium

bovis.

5.3. Andlisis estadistico de resultados

Se determind el punto de corte de la prueba DIVA utilizando el pool de antigenos
ESAT-6 y CFP-10 (PC-EC) y Rv3615c, priorizando la especificidad por sobre la
sensibilidad, mediante el uso de curvas ROC (del inglés, Receiver Operating
Characteristic), utilizando el programa estadistico Infostat. Los puntos de corte
representaron los limites donde se consideraron los valores reaccionantes y no
reaccionantes de cada prueba. Se determind la eficiencia de la prueba DIVA, para
el diagnaostico de la infeccion con M. bovis en Chile, segun lo definido por Conlan et
al., (2015)

Se obtuvo el area bajo la curva ROC utilizando los antigenos PC-EC y Rv3615c. En
ellas se representd la Se de la técnica diagnéstica frente al valor que se obtiene al
restar una unidad a la Es (1-especificidad). El area bajo la curva ROC obtenida
oscilé entre un valor de 0,5 (no discrimina entre una muestra reaccionante y un falso
positivo) y 1 (prueba diagndstica perfecta), dicho valor se interpretd segun indica la
Tabla 1.



35

Tabla 1. Interpretacion del Area bajo la Curva ROC

0,5-0,7 Baja exactitud
0.7-0.9 Util para algunos propositos
>0.9 Alta exactitud

Fuente: (Swets, 1988)

Se determind la presencia de diferencias significativas entre ensayos mediante la

prueba de McNemar y, la magnitud de las concordancias entre ensayos mediante
el estadistico Kappa, interpretdndose segun la siguiente la Tabla 2.

Tabla 2. Interpretacion de Indice de Kappa.

0 No acuerdo
0.0-0.2 Insignificante
0.2-0.4 Bajo
0.4-0.6 Moderado
0.6-0.8 Bueno
0.8-1.0 Muy bueno

Fuente: (L6pez de Ullibarri y Pita Fernandez,

1999)

Se utilizaron los criterios de eficiencia: costo (valor comercial de cada prueba),
rapidez (tiempo requerido para la emision del diagnéstico) y complejidad (horas
dedicadas por persona), de las pruebas DIVA, Bovigam 2G, cultivo en medio
Stonebrink, cultivo en sistema BACTEC MGIT960 y gPCR Boviman.

Para calificar los parametros de costo, rapidez, y complejidad, y con el fin de
mantener la mayor objetividad al asignar los valores, se asigné un puntaje entre Oy
10, utilizando como funcion de asignacion una recta definida por dos puntos, dada

por la siguiente ecuacion:
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YTy
y_xl—xz (x —x2) +¥2

Donde:

y = Puntaje obtenido por el pardmetro después de aplicar la formula

x = Valor cuantitativo del parametro (Ej.: 8 horas persona)

x; = Valor menos eficiente dentro de los datos del parametro

x, = Valor mas eficiente dentro de los datos del parametro

y; = Puntaje asignado al valor mas eficiente del parametro, en este caso
corresponde a 10 puntos.

y, = Puntaje asignado al valor menos eficiente dentro de los datos del parametro,
en este caso corresponde a 0 puntos.

De esta manera la funcién asigné 10 puntos al valor mas eficiente y disminuyo
linealmente hasta asignar 0 puntos al valor menos eficiente. La técnica mas eficiente

fue aquella que tuvo el mayor puntaje combinado (Patifio, 2015).
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6. RESULTADOS

6.1. Eficiencia diagnostica de un ensayo de ELISA-IFN-y con
antigenos ESAT-6, CFP-10y Rv3615c (DIVA) para el diagndéstico de

la infeccién con M. bovis en Chile.

Los resultados de eficiencia diagnéstica del ensayo DIVA, mediante el analisis del
area bajo la curva ROC y el punto de corte, se obtuvieron considerando solo
aguellas muestras comprendidas en este estudio que cumpliesen con las directrices
recomendadas para el calculo del rendimiento diagndstico de una prueba (OIE,
2012), segun lo cual se obtuvo un grupo de referencia positivo, infectado por TBB
(n=31) y otro grupo de referencia negativo, no infectado por TBB (n=158), segun se
muestra a continuacion en la Tabla 3, en donde se observan los requerimientos
diagnésticos para el establecimiento de los grupos de referencia, resultando en un
N total de 189, compuesto de un grupo positivo con 31 muestras y un grupo negativo
con 158 muestras para los célculos de eficiencia diagnéstica del ensayo DIVA.

Tabla 3: Criterio y establecimiento de grupos de referencia positivo (grupo
positivo) y grupo de referencia negativo (grupo negativo)

Grupo Positivo Grupo Negativo

Animales procedentes de Animales procedentes de predios sin infeccion
predios Y,
con infeccién, sin infeccién y sin
informacion del predio
- Bovigam 2G negativo y,
Animales con gPCR positivo o, gPCR negativo y,

Aislamiento positivo Aislamiento negativo

n=31 n=158

En consecuencia, con lo sefialado anteriormente, se obtuvieron los resultados del
analisis de curvas ROC de las DO, de los grupos no infectados e infectados a TBB,

en la prueba DIVA con los antigenos PC-EC.
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La curva ROC es un grafico que muestra todos los pares posibles de sensibilidad y
especificidad resultantes de la variacién continua de los puntos de corte, en este
caso de densidad oOptica (DO), en todo el rango de resultados observados. La
capacidad de la prueba DIVA, de detectar como positivo a un animal infectado,
puede evaluarse estimando el intervalo de confianza del area bajo la curva ROC. Si
el intervalo no incluye el valor 0,5 la prueba DIVA es capaz de discriminar entre
enfermos y sanos (Swets, 1988). En la Figura 1 se observa el grafico de la curva
ROC de la prueba DIVA, utilizando el pool de antigenos PC-EC en los grupos de
referencia, donde la variable analizada corresponde a los resultados de DO
correspondientes. La ordenada representa el porcentaje de Se y, la abscisa el
porcentaje de falsos positivos (1-Es). El resultado del area bajo la curva ROC
alcanz6 un 0,735 + 0,054. Dicho valor significa que, un individuo seleccionado al
azar del grupo infectado por TBB tendra el 73% de las veces un valor de DO
cuantitativamente mayor que la DO de un individuo elegido al azar del grupo no
infectado por TBB (Hanley y McNeil, 1982).

PC-EC: ESAT-6 y CFP-10

100 Area = 0,735 £ 0,054 - p-valor < 0,0001

~
(4]

)]
o

Sensibilidad(%)

]
[4)]

0 25 50 75 100
1-Especificidad(%)
Figura 1: Representacion del analisis ROC de las DO de los grupos positivos

y negativos a TBB a la prueba ELISA-C con antigenos PC-EC

En la Figura 2 se muestra el grafico de curvas de Se (azul) y Es (rojo) resultantes
del analisis ROC de los grupos de referencia, donde la variable analizada

corresponde a los resultados de DO correspondientes, estimulados con los
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antigenos PC-EC. La ordenada representa el porcentaje y la abscisa la magnitud
de DO. Se observa que la linea vertical, el punto 0,06 de DO, corresponde a la mejor
combinacion de Se y Es, priorizando un mayor porcentaje de Es, permitiendo una

Es de 82% y una Se de 61%, lo cual no es eficiente segin Conlan et al., (2015)

PC-EC: ESAT-6 y CFP-10

100,00
1

75,00 \ i

50,00

Porcentaje

25,00

0,00
-u,03 0,15 0,34 0,53 0,72

PC-Nil
|

Figura 2: Representacion de la curva del analisis de Se y Es de las DO de

Especificidad \

Sensibilidad

los grupos positivos y negativos a TBB a la prueba de ELISA-C con

antigenos PC-EC

En cuanto al resultado obtenido del analisis de la curva ROC de las DO de los
grupos no infectados e infectados a TBB en la prueba DIVA, con el antigeno
Rv3615c, en la Figura 3 se observa el grafico correspondiente, indicando un area
bajo la curva ROC de 0,731 + 0,054. Dicho valor, similar al de la curva ROC del poo/
de antigenos PC-EC, indica segun el mismo criterio que, un individuo seleccionado
al azar del grupo infectado por TBB tendra el 73% de las veces un valor de DO
cuantitativamente mayor que la DO de un individuo elegido al azar del grupo no
infectado por TBB (Hanley y McNeill, 1982).
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Rv3615c
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Figura 3: Representacion del andlisis ROC de las DO de los grupos positivos

y negativos a TBB a la prueba ELISA-C con antigeno Rv3615c

En referencia al punto de corte de la prueba DIVA utilizando solo el antigeno
Rv3615c, en la Figura 4 se observa el grafico de curvas de Se y Es resultantes del
analisis ROC de los grupos de referencia, donde la variable analizada corresponde
a los resultados de DO correspondientes, estimulados con el antigeno Rv3615c. Se
observa que la linea vertical, el punto 0,02 de DO, corresponde a la mejor
combinacion de Se y Es, priorizando un mayor porcentaje de Es, permitiendo un

90% de Es y 45% de Se, lo cual no es eficiente segun Conlan et al., (2015).

Rv3615c
100,00
o 7500
2
@ 50,00
o
£
25,00
0,00
-0,01 0,03 0,07 0,11 0,15
Rv-Nil
\ Sensibilidad Especificidad |

Figura 4: Representacion de la curva del analisis de Sey Es de las DO de los
grupos positivos y negativos a TBB a la prueba de ELISA-C con antigeno
Rv3615c
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Por lo tanto, y en consecuencia con los resultados indicados anteriormente, es decir,
estableciendo como punto de corte una DO de 0,06 en el pool de antigenos PC-EC
y, una DO de 0,02 en el antigeno Rv3615c, se obtuvo el rendimiento global de la
prueba DIVA en este estudio. Dicho rendimiento se presenta en la Tabla 4 en donde
se observa que de un total de 31 muestras confirmadas infectadas por TBB, 21
lograron ser detectadas por la prueba DIVA. Alcanzando una Se de 68% y una Es

de 79%, lo cual no es eficiente segun Conlan et al., (2015).

Tabla 4: Anédlisis estadistico, rendimiento y tabla de contingencia para la
comparaciéon de la prueba DIVA y la condicion de infeccion segun el criterio

mencionado en la Tabla 1.

INFECCION Sey Es DIVA
Pos | Neg Se =(21/31) x 100=68%
S [Pos |21 [33 |54
[a) Neg 10 125 | 135 Es=(125/158) x 100=79%
31 158 | 189 Se = Sensibilidad
Es = Especificidad

6.2. Comparacion del desempefio de la prueba DIVA con las
técnicas de ELISA-IFN-y Bovigam 2G, cultivo en medio Stonebrink,
sistema BACTEC MGIT 960 y g-PCR-Boviman.

Se determind la presencia de diferencias significativas entre ensayos mediante la
prueba de McNemar y, la magnitud de las concordancias entre ensayos mediante

el estadistico Kappa.

En el célculo de la prueba de McNemar y el estadistico Kappa entre la prueba DIVA
y los demas ensayos, se utilizé el mejor punto de corte de los antigenos PC-EC y
Rv3615c obtenidos en los calculos de eficiencia diagnostica descritos
anteriormente. Estos fueron una DO de 0,06 en PC-EC y una DO de 0,02 en
Rv3615c, priorizando la especificidad sobre la sensibilidad. Adicionalmente, en cada
una de las comparaciones, no se consideraron aquellas muestras que fueron

rechazadas o que no incluian el resultado necesario para dicha comparacion. Por
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lo tanto, se obtuvo un numero de muestras (n) distinto en cada una de las
comparaciones que se presentan en las Tablas 5 a 12. En la Tabla 5 se observa
que, de un total de 95 animales detectados infectados mediante PC-EC, 37 lograron
ser detectados utilizando el antigeno Rv3615c, existiendo diferencias significativas
entre ambos (p>0,05) y, un indice de concordancia bajo (k).

En la Tabla 6 se observa que, de un total de 55 animales detectados infectados
mediante Rv3615c, 14 lograron ser confirmados utilizando pruebas de cultivo
(Stonebrink y Bactec MGIT-960) y gPCR-Boviman, existiendo diferencias

significativas entre ambos métodos (p>0,05) y, un indice de concordancia bajo (k).

En la Tabla 7 se observa que, de un total de 95 animales detectados infectados
mediante PC-EC, 19 lograron ser confirmados utilizando pruebas de cultivo
(Stonebrink y Bactec MGIT-960) y gPCR-Boviman, existiendo diferencias
significativas entre ambos métodos (p>0,05) y, un indice de concordancia bajo (k).

En la Tabla 8 se observa que, de un total de 113 animales detectados infectados
mediante la prueba DIVA, 32 lograron ser detectados utilizando Bovigam 2G,
existiendo diferencias entre ambas pruebas (p>0,05) y, un indice de concordancia
bajo (k).

En la Tabla 9 se observa que, de un total de 110 animales detectados infectados
mediante la prueba DIVA, 16 lograron ser confirmados utilizando la técnica de gPCR
Boviman, existiendo diferencias entre ambas pruebas (p>0,05) y, un indice de

concordancia insignificante (k).

En la Tabla 10 se observa que, de un total de 112 animales detectados infectados
mediante la prueba DIVA, 15 lograron ser confirmados mediante el método de
cultivo en medio Stonebrink, existiendo diferencias entre ambas pruebas (p>0,05)

y, un indice de concordancia insignificante (k).

En la Tabla 11 se observa que, de un total de 113 animales detectados infectados
mediante la prueba DIVA, 8 lograron ser confirmados mediante el método de cultivo
en sistema Bactec MGIT-960, existiendo diferencias significativas entre ambas
pruebas (p>0,05) y, un indice de concordancia insignificante (k).
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En la Tabla 12 se observa que, de un total de 113 animales detectados infectados
mediante la prueba DIVA, 17 lograron ser confirmados mediante el método de
cultivo combinado de Stonebrink y sistema Bactec MGIT-960, existiendo diferencias
significativas entre ambas pruebas (p>0,05) y, un indice de concordancia
insignificante (k).

Tabla 5: Andlisis estadistico y tabla de contingencia para la comparacion de
antigenos DIVA: PC-EC y Rv3615c.

Rv3615¢ PC-EC — Rv3615c
Neg | Pos | Total
Neg 280 |18 298 G = 22,11 con correccion de
Yates

PC-EC

Pos 58 37 95
Chi2 =3,84

Total | 338 |55 393
C =80,66; k =0,38

G = Prueba de McNemar; Chi2 = chi cuadrado; k = indice de concordancia; C
= % de resultados concordantes.

Tabla 6: Andlisis estadistico y tabla de contingencia para la comparacion del
antigeno DIVA Rv3615y la condicion de infeccion mediante pruebas de cultivo
(Stonebrink 'y Bactec MGIT-960) y qPCR-Boviman desde Ilesiones
granulomatosas y/o tejido linfoide.

INFECCION Rv3615¢c - INFECCION
Neg | Pos | Total
Neg 320 |17 337 G = 10,77 con correccion de
Yates

Pos 41 14 55

Rv3615c

Chi2 =3,84

Total | 361 |31 392
C =85,20; k = 0,25

G = Prueba de McNemar; Chi2 = chi cuadrado; k = indice de concordancia; C
= 9% de resultados concordantes.
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Tabla 7: Andlisis estadistico y tabla de contingencia para la comparacién del
antigeno DIVA PC-EC y la condicion de infeccién mediante pruebas de
cultivo (Stonebrink y Bactec MGIT-960) y qPCR-Boviman desde lesiones

granulomatosas y/o tejido linfoide.

INFECCION

Rv3615c - INFECCION

Neg | Pos | Total

Neg |285 |12 |297

G = 48,01 con correcci6n de
Yates

Pos 76 19 95

PC-EC

Chi2 = 3,84

Total | 361 |31 392

C=177,55; k=0,20

G = Prueba de McNemar; Chi2 = chi cuadrado; k = indice de concordancia; C

= 9% de resultados concordantes.

Tabla 8: Analisis estadistico y tabla de contingencia para la comparacion de

la prueba DIVA y Bovigam 2G.

BOVIGAM 2G

DIVA - BOVIGAM 2G

Neg | Pos | Total

Neg 263 |14 277

G = 48,67 con correccion de
Yates

Pos 81 32 113

DIVA

Chi2 = 3,84

Total | 334 |46 390

C=175,64; k=0,28

G = Prueba de McNemar; Chi2 = chi cuadrado; k = indice de concordancia; C

= 9% de resultados concordantes.
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Tabla 9: Analisis estadistico y tabla de contingencia para la comparaciéon de

prueba DIVA y gPCR Boviman.

gPCR BOVIMAN

DIVA - gPCR BOVIMAN

Neg | Pos | Total

DIVA

Neg 269 |8 277 G = 74,0 con correccion de
Yates

Pos 94 16 110
Chi2 =3,84

Total | 363 |24 387

C=73,64; k=0,15

G = Prueba de McNemar; Chi2 = chi cuadrado; k = indice de concordancia; C

= % de resultados concordantes.

Tabla 10: Andlisis estadistico y tabla de contingencia para la comparacion de

la prueba DIVA y Stonebrink.

STONEBRINK

DIVA — STONEBRINK

Neg | Pos | Total

DIVA

Neg 270 |9 279

G = 74,72 con correccion de
Yates

Pos 97 15 112

Chi2 = 3,84

Total | 367 |24 391

C=7289; k=0,13

G = Prueba de McNemar; Chi2 = chi cuadrado; k = indice de concordancia; C

= 9% de resultados concordantes.
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Tabla 11: Analisis estadistico y tabla de contingencia para la comparacién de
prueba DIVA y Bactec MGIT-960

BACTEC MGIT-960 DIVA - BACTEC MGIT-960
Neg | Pos | Total
Neg 271 |8 279 G = 84,99 con correccion de
Yates

DIVA

Pos 105 |8 113
Chi2 = 3,84

Total | 376 |16 392
C=71,17; k=0,05

G = Prueba de McNemar; Chi2 = chi cuadrado; k = indice de concordancia; C
= 9% de resultados concordantes.

Tabla 12: Analisis estadistico y tabla de contingencia para la comparacién de
la prueba DIVA y el método de cultivo combinado de Stonebrink y sistema
Bactec MGIT-960

CULTIVO DIVA — CULTIVO
Neg | Pos | Total
Neg 271 |8 279 G = 76,16 con correccion de
Yates

DIVA

Pos 96 17 113
Chi2 =3,84

Total | 367 |25 392
C=73,46; k=0,15

G = Prueba de McNemar; Chi2 = chi cuadrado; k = indice de concordancia; C
=% de resultados concordantes

En las tablas antes sefialadas es posible evidenciar que, al analizar diferencias entre
las pruebas y las concordancias entre las mismas, los resultados obtenidos en la
comparacion de antigenos PC-EC con Rv3615c como en la prueba DIVA con
Bovigam 2G se constataron diferencias significativas entre ellas y, un indice de
concordancia bajo, 0,28 en PC-EC con Rv3615c y 0,38 en DIVA con Bovigam 2G.
Mientras que, al comparar la prueba DIVA con las pruebas restantes; gPCR
Boviman, Stonebrink, Bactec MGIT 60 y el método de cultivo combinado, se

obtuvieron igualmente diferencias significativas en la comparacion entre dichas
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pruebas, aunque el indice de concordancia entre ellas fue insignificante, 0,15; 0,13;
0,05y 0,13, respectivamente. Estas evidencias contrastan claramente al comparar
los sistemas de cultivo Sonebrink con Bactec MGIT-960, como el sistema de cultivo
combinado con la técnica de gqPCR-Boviman, donde, aunque se obtuvieron
diferencias significativas entre Bactec MGIT-960 con Stonebrink, éstas no se
hallaron entre el método de cultivo combinado con gPCR-Boviman, junto a un indice
de concordancia bueno (0,63) y muy bueno (0,82), respectivamente (Tabla 13y 14).

Tabla 13: Anédlisis estadistico y tabla de contingencia para la comparacion de
los métodos de cultivo Bactec MGIT-960 y Stonebrink.

5 STONEBRINK BACTEC-MGIT-960 — STONEBRINK
= Neg | Pos | Total
O Neg 409 |12 421 G =4,26 con correccion de Yates
L
5 Pos 3 14 17
< Chi2 = 3,84
Total |412 | 26 438
o C =96,57; k=0,63
(o]
()}
G = Prueba de McNemar; Chi2 = chi cuadrado; k = indice de concordancia; C
= 9% de resultados concordantes.

Tabla 14: Andlisis estadistico y tabla de contingencia para la comparacion del
método de cultivo combinado Stonebrink y sistema Bactec MGIT-960 con
gPCR Boviman.

gPCR- BOVIMAN CULTIVO — gPCR BOVIMAN
Neg | Pos | Total
Neg 404 |6 410 G =1,12 con correccion de Yates

Pos 2 20 22
Chi2 =3,84

Total | 406 |26 432

CULTIVO

C=98,14; k = 0,82

G = Prueba de McNemar; Chi2 = chi cuadrado; k = indice de concordancia; C
= 9% de resultados concordantes.
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Se compar6 la eficiencia de los parametros rapidez, complejidad y costo de las
pruebas de diagndstico tradicionales con la prueba DIVA. Para valorar la eficiencia
de cada prueba, se tuvieron en cuenta: costo (valor comercial de cada prueba),
rapidez (tiempo requerido para la emision del diagnéstico) y complejidad (horas de
labor dedicadas por persona). Para calificar los parametros de costo, rapidez, y
complejidad, y con el fin de mantener la mayor objetividad al asignar los valores, se
asigno un puntaje entre 0 y 10; 10 puntos al valor mas eficiente y, disminuyendo
linealmente hasta asignar O puntos al valor menos eficiente. La técnica mas eficiente
fue aquella que tuvo el mayor puntaje combinado. En la Tabla 15 se observan los
resultados de eficiencia de los parametros mencionados de las pruebas
tradicionales y la prueba DIVA. En orden descendente la eficiencia fue: qPCR-
Boviman, Bovigan 2G, DIVA, Stonebrink y Bactec MGIT-960.

Tabla 15: Analisis de eficiencia de pardmetros entre pruebas de diagnostico
tradicionales de TBB con la prueba DIVA

Parametro DIVA Bovigam gPCR- Stonebrink Bactec  MGIT-
2G Boviman 960

Rapidez 2 2 1 57 34

Puntuacion 9,82 9,82 10 0 4,1

Complejidad 5 5 1 7 7

Puntuacion 3,3 3,3 10 0 0

Costo 1,08 1,05 0,54 0,79 0,84

Puntuacion 0 0,6 10 54 4,5

Total 13,12 13,72 30 54 8,6

Rapidez = tiempo en dias que demora la emisiéon del resultado; Complejidad =
horas por persona; Costo = UF (Unidad de Fomento) = $27.100 CLP

De los resultados sefialados en la Tabla 15 se desprende que, al comparar cada
uno de los pardmetros sefialados, de las cinco técnicas estudiadas, la prueba DIVA
tuvo el segundo lugar en mayor rapidez en emitir un resultado y, en complejidad de
la técnica u horas ocupadas por persona, sOlo superada por gPCR-Boviman.
Adicionalmente, tuvo la menor eficiencia en el analisis de costo, siendo por ello la

técnica mas costosa dentro de las cinco técnicas evaluadas.
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7. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue realizar la implementacion y caracterizaciéon de un
ensayo DIVA, ELISA-IFN-y con antigenos ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c, para el
diagnéstico de la infeccion por M. bovis en Chile. Este estudio fue formulado como
parte del proyecto de evaluacion de la aplicacién de la vacuna BCG y el test DIVA
para la prevencion y diagnéstico de la infeccion por M. bovis en planteles bovinos
de la zona central de Chile. ElI proyecto mencionado, se justifica en que, la
vacunacion del ganado con la cepa BCG de M. bovis podria representar una
estrategia complementaria para el avance del Plan Nacional de Control y
Erradicacion de Tuberculosis Bovina en Chile, para ello, la vacuna debe ser
evaluada junto a una prueba diagnéstica capaz de discriminar la condicién de

infeccion con una cepa de campo o con la cepa vacuna.

Mediante el método ROC, se determind la eficacia y eficiencia diagndstica de la
prueba DIVA. El area bajo la curva ROC de los antigenos fue 0,735 + 0,054 en PC-
ECy 0,731 + 0,054 en Rv3615c, lo cual evidencia en este estudio, que la prueba
DIVA es eficaz en el diagnostico de la infeccién por TBB, dado que dichos valores
pueden interpretarse segun Swets, (1988) como que la prueba DIVA, utilizando PC-
EC o Rv365c, puede ser Gtil en algunas situaciones, por ejemplo, no seria Gtil para
realizar programas de saneamiento de la poblacion en busqueda de individuos
infectados por TBB en la poblacién general, dado que dichas pruebas requieren una
alta Se diagnéstica asociada a una baja Es diagndstica. Sin embargo, fijando una
alta Es diagnéstica asociada a una Se diagndstica mas baja, dicha prueba podria
utilizarse para una prueba confirmativa a TBB (OIE, 2012). Por lo tanto, dichos
resultados constatan lo descrito por Vordermeir et al., (2011), en cuanto a que
ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c son eficaces en la deteccion de la infeccion por TBB.
Esto es causa a que los antigenos mencionados se encuentran codificados en locis
altamente conservados en el genoma de M. bovis, siendo secretados en el
hospedero infectado, mediante el sistema de secrecion micobacteriano esx-1, luego
son procesados y presentados a Lt mediante MHC clase 2 de células dendriticas,

generando memoria inmunoldgica mediante Lt CD4 helper.
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En cuanto a la eficiencia diagnéstica de los antigenos PC-EC y Rv3615c, se
determind que los puntos de corte, que permiten la mejor combinacion de valores
de Esy Se, priorizando la Es, fue 0,06 DO para los antigenos PC-EC y, 0,02 DO en
Rv3615c, obteniendo un rendimiento diagndstico de 61% y 45% de Se 'y, 82% y
90% de Es, respectivamente. En consecuencia, utilizando los puntos de corte
mencionados anteriormente, se obtuvo el rendimiento de la prueba DIVA,
considerando los antigenos PC-EC y Rv3615c de forma conjunta, obteniendo un
rendimiento que alcanzé una Se de 68% y Es de 79%, estos resultados contrastan
con lo sefalado por otros autores, siendo menores a ellos (Casal et al., 2012;
Vordermeier et al., 2016b) y, muy inferiores a los valores de eficiencia que se
sefalan en la hipotesis de este trabajo, que corresponden a los definidos por Conlan
et al., (2015). Quien postula que, una Es diagnéstica de al menos 99,85% y una Se
= 40% se requieren para obtener un beneficio rentable de la vacunacién con M.
bovis BCG, mediante un esquema de diagnostico intensivo con la prueba DIVA,
donde el rebafio vacunado afectado es testeado, descartando los animales positivos
hasta quedar limpio de infeccidn, ya que una alta especificidad permite dictaminar

que el animal reaccionante esté verdaderamente infectado.

El bajo rendimiento diagndstico de la prueba DIVA, alcanzado en este trabajo, en
comparacioén a los pocos estudios que han sido publicados, puede deberse a que
aquellos se basan principalmente, tanto en respuestas cinéticas de IFN-y en el
transcurso del tiempo, ante la estimulacion in vitro con los antigenos mencionados,
a partir de muestras provenientes de animales infectados experimentalmente en un
tiempo cero (Vordermeier et al., 2011) y/o de un grupo de animales pertenecientes
a un rebafo definido, en que se ha detectado la infeccion mediante pruebas
diagnésticas determinadas (Casal et al., 2012), es decir, las caracteristicas
fisiopatoldgicas y epidemiolégicas de los grupos de referencia evaluados, son de
mayor homogeneidad en cuanto a la fase de infeccion del grupo estudiado. Mientras
que, en este estudio, las muestras sanguineas fueron obtenidas desde animales en
plantas faenadoras, en el momento inmediatamente previo a su beneficio, a partir
de lo cual se determiné el grupo de referencia no infectado e infectado, este ultimo

de menor nimero y aparentemente, de mayor heterogeneidad o dispersion en
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cuanto a la fase de infeccion a M. bovis o fase de la enfermedad TBB, incluyendo

animales jovenes, adultos y viejos de variada condicion en general.

La dispersion entre fases de infeccion dentro de un grupo de referencia infectado
es relevante en la evaluacién de la prueba DIVA, dado que individuos en fases
avanzadas de la enfermedad y/o anergia, no podrian estar siendo detectados por la
prueba evaluada, disminuyendo la Se. En este estudio, 8 animales del grupo
infectado, con presencia de lesiones macroscopicas y con aislamiento mico-
bacteriol6gico positivo fueron negativos a la prueba DIVA (Tabla 12). En cuanto al
grupo no infectado, una baja Se del conjunto de pruebas que definen al grupo de
referencia negativo, podrian generar un aumento de falsos positivos, al evaluar la
prueba DIVA, disminuyendo el resultado del célculo de especificidad de ésta. En
este estudio se utilizaron las pruebas de cultivo, PCR y Bovigam 2G. La baja
sensibilidad del método de cultivo y PCR se explica por la baja cantidad del agente
infeccioso en las fases iniciales o tempranas de la infeccion, en animales jévenes o
adultos, junto con la potencial inviabilidad de los inéculos, posterior al proceso de
descontaminacion con NaOH 3,5%. Mientras que, las prueba Bovigam 2G, y de
tuberculina con la cual se clasifican los predios, se describe que poseen una baja
sensibilidad, justamente en aquellos predios de baja prevalencia (OIE, 2009).
Adicionalmente, el efecto de micobacterias ambientales sensibilizadoras a ESAT-6
y CFP-10 se ha descrito debido a que estas proteinas se consideran conservadas
en M. kansasii, pudiendo disminuir también la especificidad de la prueba evaluada
(Strain et al., 2011)

Otros factores que podrian repercutir en un menor rendimiento diagnéstico de la
prueba DIVA en este trabajo pueden ser aquellos asociados al bajo numero (n) de
los grupos de referencia (OIE, 2012), lo cual se refleja en mayor medida en el grupo
de referencia infectado por M. bovis (n=31). Y al eventual efecto inmunosupresor
asociado al estrés (Fulton y Rosenquist, 1976; Hughes et al., 2013), que podrian
ejercer los procedimientos que involucran el manejo de los animales haciay en las
plantas faenadoras, en las cuales se obtuvieron las muestras sanguineas de este

trabajo, lo cual podria afectar la produccion y posterior cuantificacion de IFN-y.
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Sin embargo, los resultados que se lograron, al comparar los antigenos mediante el
indice de concordancia (k) vy, los resultados de rendimiento de los antigenos, de
forma separada y conjunta en la prueba DIVA, mostraron que, al usarlos en forma
simultanea, hubo una mayor Se que al utilizarlos de forma separada, lo cual coincide

con otros autores (Vordermeier et al., 2016a; Pym et al., 2003).

Adicionalmente, al analizar los antigenos entre ellos, mediante el método de
McNemar, se evidenciaron diferencias significativas (Tabla 5) que respaldan a su
vez, aquellas diferencias observadas entre el rendimiento de los mismos obtenido
mediante el andlisis ROC, reflejando lo sefialado por Vordermeier et al., (2011), en
cuanto a que Rv3615c es reconocido, predominantemente, en animales infectados
con lesiones y / o cultivo de M. bovis positivo, es decir, en fases mas tardias de la
infeccion, en comparacion con ESAT-6 y CFP-10; lo cual podria manifestarse en
éste estudio, en una mayor concordancia (k) de la prueba utilizando Rv3615c, que
PC-EC, en relacion con el conjunto de pruebas directas (PCR y cultivo
bacteriol6gico) a partir de muestras de tejido con lesiones granulomatosas (Tabla 6
y Tabla 7). Sin embargo, lo anterior no es concluyente en este estudio, dado que los
distintos puntos de corte seleccionados (menor en Rv3615c) podrian generar un

sesgo en los resultados que son comparados y extrapolados.

Respecto al segundo objetivo especifico de este trabajo, que dice relacién con la
comparacion del desempefio de la prueba DIVA con las técnicas Bovigam 2G,
cultivo en medio Stonebrink, sistema BACTEC MGIT 960 y g-PCR Boviman. Al
analizar la concordancia (k) del ensayo DIVA con el resto de las pruebas
diagndsticas se evidencié una concordancia baja y diferencias significativas entre
las pruebas DIVA y Bovigam 2G. Una posibilidad que explica este resultado es que
siendo PPDb una mezcla de proteinas pobremente definidas, estas no permitirian
la sensibilidad suficiente para detectar los antigenos ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c.
Sin embargo, el resultado obtenido sugiere que ambas pruebas podrian usarse de
forma complementaria en el diagndstico de TBB en animales vivos, permitiendo
aumentar el rendimiento y, ajustar el punto de corte de acuerdo al contexto

epidemioldgico de la zona de estudio en que se requiera detectar la infeccion;
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normalmente en una zona de alta prevalencia se utiliza un punto de corte que
permita una mayor especificidad, otorgando la menor cantidad de falsos positivos.
Mientras que, si se usa en zonas de baja prevalencia, se debe privilegiar una alta

sensibilidad, que otorgue la menor cantidad de falsos negativos (OIE, 2009).

Adicionalmente, el resultado de concordancia (k), bajo, obtenido tras la comparacion
entre los ensayos indirectos, DIVA y Bovigam 2G, contrasta con aquellos obtenidos
en la comparacion de la prueba DIVA con los métodos directos de deteccion
(Stonebrink, Bactec MGIT-960, aislamiento combinado y gPCR-Boviman) que
mostraron una concordancia (k) insignificante. Este hallazgo confirma que los
blancos de deteccion de los métodos diagndsticos directos e indirectos predominan
en distintas fases de la infeccion (Pollock y Neill, 2002; Pollock et al., 2001), lo cual
se evidencia, ademas, al analizar las comparaciones entre los métodos directos de

deteccidn, que muestran un alto indice de concordancia.

Por lo tanto, el indice de concordancia (k) bajo e, insignificante, del ensayo DIVA en
relacion con Bovigam 2G vy, los métodos directos de deteccion, respectivamente,
sefala que la prueba DIVA no seria una alternativa capaz de reemplazar a ninguno
de los ensayos comparados, pero si podria complementarlos en el diagndstico de
infeccibn por M. bovis, en especial con Bovigam 2G, en animales
inmunocompetentes vivos, presentando para ello ventajas en su implementacion
simultdnea en un solo procedimiento y, ser aplicable a una gran cantidad de

muestras.

Finalmente, al analizar los criterios de eficiencia: costo (valor comercial de cada
prueba), rapidez (tiempo requerido para la emision del diagndstico) y complejidad
(horas dedicadas por persona), de las pruebas DIVA, Bovigam 2G, cultivo en medio
Stonebrink, cultivo en sistema BACTEC MGIT960 y gPCR Boviman. Se determind
que la prueba DIVA obtuvo el segundo lugar en los parametros rapidez y
complejidad, junto con Bovigam 2G vy, ultimo lugar de eficiencia en el analisis del
parametro costo, seguido de Bovigam 2G, que ocupO el pendltimo lugar de
eficiencia en dicho parametro. Sin embargo, desde el punto de vista de los criterios
de eficiencia previamente sefialados, la Unica diferencia entre las pruebas DIVA y
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Bovigam 2G, son los antigenos adicionales PC-EC y Rv3615c de la prueba DIVA,
lo cual genera un aumento marginal solamente en el costo. Por lo tanto,
considerando que sélo se requieren modificaciones menores, como es la adicion de
2 pocillos por cada muestra, uno para PC-EC y otro para Rv3615c, la prueba DIVA
podria ser una prueba de eleccion en el diagnéstico de la infeccion en animales
vivos, en forma complementaria a Bovigam 2G, para ello la implementacién conjunta
de ambas pruebas resulta bastante practica, permitiendo con ello recabar mas
informacion y en consecuencia, brindar mayor calidad diagnéstica, que en forma

separada.

En cuanto a la prueba gPCR-Boviman, que obtuvo la mayor eficiencia total en los
criterios mencionados, dicha prueba se relaciona a la etapa post-mortem y tiene un
caracter confirmativo, dentro del Plan Nacional de Control y Erradicacion de

Tuberculosis Bovina en Chile, junto con los métodos de cultivo.
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8. CONCLUSION

A través de este estudio se logro implementar y validar la prueba DIVA como método

de diagnostico indirecto para la deteccion de la infeccién por M. bovis.

Utilizando los antigenos ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c, en la implementacion y
validacion de la prueba sanguinea DIVA, se determind a partir de los valores de
sensibilidad, especificidad y area bajo la curva ROC, obtenidos a partir de los grupos
de referencia comprendidos en este estudio, que la prueba DIVA es eficaz, aunque
ineficiente en el diagnostico de la infeccion por M. bovis, segun lo postulado por
Conlan et al., (2015).
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