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RESUMEN

Con el objetivo de implementar métodos que disminuyan los tiempos de respuesta
diagnostica y por ende proporcionen rapidez en la emision del resultado de tuberculosis
bovina, se evaluaron y compararon los resultados obtenidos por los métodos BACTEC
MGIT 960, cultivo bacteriologico en medio Stonebrink (ST), reaccién en cadena de la

polimerasa en tiempo real (RT-PCR), e Histopatologia.

Todo el trabajo se realizd en el Laboratorio de Micobacterias del Subdepartamento
Laboratorios y Estacion Cuarentenaria Pecuaria del Servicio Agricola y Ganadero
(SAG), siguiendo los protocolos establecidos por el laboratorio. Se utilizaron 100
muestras de tejido obtenidas de nodulos linfaticos y/u 6rganos con lesiones del tipo
granulomatosas (LTG), provenientes de bovinos de plantas faenadoras o por inspeccion

de seguimiento.

Los resultados mostraron que el cultivo en el sistema BACTEC MGIT 960 puede
disminuir el tiempo de deteccion de Mycobacterium bovis y favorecer la rapidez en la

emision del resultado en el diagnéstico de la Tuberculosis Bovina (TBB).

En combinacion las cuatro pruebas detectaron 89 muestras positivas y todas tuvieron
concordancia positiva entre si, que vari6é entre débil a moderada, segun los indices de

Kappa, con significancia estadistica (p < 0,05).

En cuanto a la eficiencia, cada método sobresalié por un parametro diferente, siendo
RT-PCR  menos compleja y més rapida, los cultivos los mas econdmicos
comercialmente y de mayor certidumbre, aunque la Histopatologia resulté con el mejor

nivel de eficiencia combinado.

Se propone implementar un esquema que incluya los cuatro métodos (histopatolégico,
molecular, un cultivo en medio sélido y un cultivo en medio liquido), que permita
detectar el nimero maximo de resultados positivos, en el menor tiempo posible y con

alta certidumbre.



Palabras Clave: Mycobacterium bovis, RT-PCR, Histopatologia, Stonebrink, BACTEC
MGIT



SUMMARY

In order to implement methods to shorten the time of growth and thus provide speed in
issuing the results in the diagnosis of bovine tuberculosis were evaluated and compared
the results obtained by the methods BACTEC MGIT 960, bacteriological culture amid
Stonebrink (ST ), polymerase chain reaction in real time (RT-PCR), and histopathology.

All work was performed in the Laboratory of mycobacteria at Subdepartment of
Laboratories and Quarantine Station of the Agricultural and Livestock Service (SAG),

following the protocols established by the Laboratory.

100 tissue samples obtained from bovine lymph nodes and / or organs with

granulomatous lesions (LTG) were used.

The results showed that cultivation in the MGIT 960 system can shorten the growth of

Mycobacterium bovis and the time required for diagnosis of bovine tuberculosis.

In combination, the four tests detected 89 positive samples and all had positive
agreement among themselves, with significant (p<0,05) Kappa indexes which ranged

from weak to middle values.

Regarding efficiency, each method excelled some parameter, with RT-PCR being less
complex and faster, bacteriological culture were the cheapest, although histopathology

had the highest combined efficiency.

These results support a diagnostic scheme that includes the four methods
(histopathological, molecular, solid medium and a liquid medium) for achievement the

maximum number of isolates, in the shortest time and with highest certainty.

Keywords: Mycobacterium bovis, RT-PCR, Histopathology, Stonebrink, BACTEC
MGIT



1 Introduccién.

La tuberculosis bovina (TBB) es una zoonosis relevante que se puede diseminar a los
seres humanos principalmente a través de la inhalacion de aerosoles contaminados y por
el consumo de productos l&cteos sin pasteurizar. Mycobacterium bovis (M. bovis) es
clasificado como un patdgeno de riesgo 3 para la salud publica, es decir pertenece al
grupo de agentes patdgenos que provocan enfermedades humanas o animales graves,
pero que existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces para tratarlas. El control de
la tuberculosis en los seres humanos por M. bovis depende de la erradicacion de la

enfermedad en el ganado y la fauna silvestre, y precisa de diagndstico temprano.

En el afio 2011 Chile reactivd el Plan Nacional de Control y Erradicacion de la TBB con
implementacion de actividades de rastreo en predios y vigilancia en los mataderos mas
importantes del pais. Las muestras de tejido se examinan en laboratorios del Servicio
Agricola y Ganadero (SAG) usando como pruebas de diagndstico la reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), Histopatologia y cultivo en medio solido
Stonebrink.

Con el objetivo de implementar métodos que disminuyan los tiempos de deteccion y por
ende proporcionen rapidez en la obtencion del resultado en el diagnéstico de TBB, se
evaluaron y compararon los resultados registrados en el sistema BACTEC MGIT 960,

con los obtenidos en cultivo bacterioldgico, RT-PCR e Histopatologia.



2 Revision bibliografica
2.1 Antecedentes

Aunqgue en el continente americano la tuberculosis zoon6tica por M. bovis produce
consecuencias secundarias de la enfermedad, datos disponibles confirman el hallazgo de
que puede ser una causa importante de las muertes por tuberculosis entre los seres
humanos en determinados grupos de poblacién y contextos (Miiller, 2013; De Kantor,
2008; Thoen, 2006). Segun reporte del afio 2011 emitido por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) sobre el control mundial de tuberculosis humana, se estima que
durante el afio 2010 se presentaron 1,45 millones de muertes por dicha infeccion y un
total de 8,8 millones de casos nuevos (128 casos por cada 100.000 habitantes), de los
cuales 264.000 tuvieron lugar en la region de las Américas (Castafieda et al., 2012;
Gyllen, 2014).

Estudios realizados en Chile, en bovinos lecheros, revelan una gran variabilidad de la
frecuencia de la enfermedad a lo largo del pais, con prevalencias animales que van desde
el 23,6% en la zona central, hasta un 2,6% en zonas del sur del pais (Mancilla, et al.,
2006; Hernandez, 2012).

En informe del SAG, segun la ultima clasificacion predial, durante el periodo 2008-
2013, se observo que de 12.217 predios clasificados, 560 predios estan actualmente
considerados como infectados (con y sin cuarentena), representado el 4,58 % a nivel pais
(SAG, 2013).

En los dltimos afios se ha tomado conciencia que para lograr la erradicacién de la TBB,
es importante mejorar la eficiencia de los métodos diagnosticos. Es asi como se han
desarrollado nuevos sistemas de diagndstico e identificacion que permiten reducir de una
manera importante el tiempo para el reporte de los resultados, lo mismo que su
sensibilidad y especificidad. La sensibilidad y especificidad de los distintos métodos de
deteccion es variable y depende mucho de la experiencia de cada laboratorio en
particular y de cdmo los adapte a su rutina de trabajo. Los cultivos son las alternativas

mas sensibles aunque mas lentas, mientras que las técnicas moleculares basadas en



amplificaciones gendmicas tienen una sensibilidad menor que los cultivos pero son mas

rapidas (Dorronsoro y Torroba, 2007).

2.2 Las micobacterias

El orden de los Actinomycetales incluye la familia Mycobacteriaceae,
Actinomycetaceae, Streptomycetaceae y Nocardiaceae. La familia Mycobacteriaceae
contiene un solo género, el género Mycobacterium, en el que se han descrito mas de 120
especies de micobacterias diferentes. Se caracterizan por ser bacilos acido-alcohol
resistente (BAAR) debido al alto contenido en lipidos que tienen en su pared celular. Las
micobacterias son capaces de sobrevivir durante semanas 0 meses sobre objetos
inanimados, siempre que estén protegidas de la luz solar, y son més resistentes a los
acidos, alcalis y desinfectantes que el resto de las bacterias no formadoras de esporas.
Resisten la desecacion y la congelacién, pero la luz ultravioleta y el calor (>65° C

durante 30 minutos) las inactivan (Dorronsoro y Torroba, 2007).

Las micobacterias se consideran de distribucion mundial, causan enfermedad en

mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces (Soler et al., 2009).

El complejo M. tuberculosis incluye especies de micobacterias que son agentes
causantes de la tuberculosis humana y animal. Incluye M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. microti , M. canettii, M. capraey M. pinnipedii (Collins, 2001). La
tuberculosis bovina (TBB, causada por M. bovis), y la tuberculosis humana (TB, causada
por M. tuberculosis) son enfermedades caracterizadas por el desarrollo progresivo de
lesiones granulomatosas especificas o tubérculos en el tejido pulmonar, los nédulos
linfaticos u otros drganos. La tuberculosis provocada por M. bovis es una enfermedad de
casi todos los animales de sangre caliente, incluyendo el ser humano. La TBB es, pues,
una zoonosis y puede transmitirse a los humanos a través de la inhalacion de aerosoles, y

el consumo de leche sin pasteurizar. (Collins, 2011; Collins, 2001; Jenkins et al., 2011).

La importancia econdmica asociada a la enfermedad bovina se basa en las pérdidas

directas derivadas de la muerte de los animales, la reduccion de la ganancia de peso,



disminucidn de la produccion de leche y la eliminacién temprana de la cria de animales
de alto valor (Menzies y Neill, 2000).

2.3 Diagnostico de la TBB
2.3.1 Diagnéstico ante-mortem

Se basa en los signos clinicos, prueba de hipersensibilidad retardada (o prueba de
tuberculina), cultivo y tinciones &cido alcohol resistentes en muestras de fluidos o

biopsias de o6rganos animales (Soler et al., 2009).
2.3.1.1 Prueba de la tuberculina

Esta es la prueba prescrita para el comercio internacional que implica la inyeccion
intradérmica de un derivado proteico purificado (PPD) de tuberculina bovina y la
posterior deteccién de inflamacion (hipersensibilidad retardada) en el punto de inyeccion
72 horas después (OIE, 2012). Esto puede realizarse utilizando solo tuberculina bovina
0 como prueba comparativa utilizando tuberculinas aviar y bovina. La prueba de la
tuberculina se suele realizar en la parte media del cuello, pero también puede llevarse a

cabo en el pliegue caudal de la cola (OIE, 2012).

La prueba intradérmica comparativa de la tuberculina se utiliza para diferenciar entre
animales infectados con M. bovis y los que responden a la tuberculina bovina como

consecuencia de una exposicion a otras micobacterias. (OIE, 2012).
2.3.1.2 Frotis directos y técnicas de tincion

Tienen por objeto, poder visualizar en el microscopio la presencia o no de bacilos &cidos
alcoholes resistentes (BAAR) en las muestras clinicas y en las obtenidas post-mortem.
Actualmente siguen constituyendo la forma mas rapida y econdmica para diagnosticar la
TB, aungue se consideran técnicas complementarias en vista de sus deficiencias en

sensibilidad y especificidad. (Madigan, 2012)



2.3.2 Diagnéstico post-mortem

2.3.2.1 Histopatologia

La infeccion por micobacterias se puede diagnosticar con un examen histopatolégico de
muestras de tejido. M. bovis en el ganado causa cambios celulares caracteristicos en los
tejidos que se pueden identificar con tincion de hematoxilina y eosina (H y E). Se ha
encontrado correlacion del 94 % entre el uso de la Histopatologia y el cultivo para el
diagndstico de la infeccién por M. bovis en el ganado (Johnson et al., 2007; Madigan,
2012). Una debilidad de este método es que otras bacterias o micobacterias pueden
inducir lesiones similares a las provocadas por la TBB, y una infeccién por M. bovis en
otros animales, puede no causar los mismos cambios celulares como los observados en

el ganado que hacen mas dificil el diagnostico (Johnson et al., 2007; Madigan, 2012).
2.3.2.2 Cultivo

El cultivo de micobacterias puede dar mas informacién sobre la infeccion por

micobacterias que un frotis directo o la Histopatologia.

Medios de Cultivo

Tradicionalmente se han utilizado tres tipos distintos de medios de cultivo: los basados
en huevo: Lowenstein-Jensen (LJ), ST y Ogawa; los basados en agar: Middlebrook
7H10 y 7H11; y los liquidos: Middlebrook 7H9 y 7H12. El crecimiento de
micobacterias tuberculosas (MTBC) en los medios basados en agar es mas rapido que en
los basados en huevo, pero estos Gltimos tienden a ser mas sensibles. EI crecimiento en
los medios liquidos es mas rapido que en los solidos, normalmente se utiliza una
combinacion de medios de cultivo liquido y sélido (Ldpez, et al., 2011; Robledo et al.,
2011).

El cultivo en medio solido tiene la ventaja que puede proporcionar informacién
preliminar sobre las especies de micobacterias de crecimiento, antes de llevar a cabo las

pruebas bioquimicas o moleculares. Las micobacterias tuberculosas (MTB) crecen solo



cuando se incuban a 37° C +/ - 1 ° C, mientras que otras micobacterias pueden crecer a
diferentes temperaturas. La adicion de piruvato al medio LJ ( LJP ) soportara el
crecimiento de M. bovis , mientras que la adicion de glicerol al medio LJ ( LJG ) permite
el crecimiento de M. tuberculosis pero inhiben el crecimiento de M. bovis (Keating et
al., 2005).

Algunos estudios han demostrado que los sistemas de cultivo liquidos tienen algunas
ventajas, por tener un tiempo mas corto para la deteccion y mayor tasa de recuperacion
de micobacterias en comparacion con los de cultivos solidos (Hines et al., 2006). Esta
diferencia puede ser debido al enriquecimiento adicional de los medios de cultivo
liquidos o la capacidad de las bacterias dentro de un medio liquido para difundir y
acceder a todos los nutrientes, mientras que en medios s6lidos las bacterias estan
limitadas a los nutrientes vecinos a las colonias. Las desventajas de los sistemas de
cultivo liquidos son el alto costo y la necesidad de equipo especializado para supervisar

los cultivos (Hines et al., 2006).

Debido a la baja tasa de crecimiento de M. bovis, el medio de cultivo puede llegar a ser
cubierto de bacterias y hongos que contaminan si estan presentes en el indculo; para
evitarlo, las muestras para cultivo deben ser descontaminadas antes de la inoculacion
(Madigan, 2012). El método de descontaminacion se basa en que la pared celular de las
micobacterias les confiere relativa resistencia a los biocidas. El descontaminate de
eleccion debe tener capacidad de controlar los microorganismos contaminantes (se
acepta una tasa de contaminacién de 2-10 %) y asegurar que sobrevivan suficientes
micobacterias que se propaguen en el cultivo. Diferentes estudios de protocolos de
descontaminacion han demostrado que acido oxalico al 5 % es un método adecuado para
el cultivo de M. bovis (Madigan, 2012).

Sistema BACTEC 460

Es un sistema de cultivo liquido semi - automatizado para la deteccion del crecimiento
de micobacterias. Permite inocular las micobacterias en un medio liquido que contiene

un intermediario metabdlico como el acido palmitico marcado con C14 (&cido palmitico
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1-C14). Las micobacterias al utilizar dicho metabolito para su crecimiento, producen
C14 O, libre, por encima de la fase liquida del cultivo en un sistema de camara iénica
(Rishi, et al., 2007).

Con este sistema pueden detectarse muestras positivas en un periodo de 7 a 18 dias, en
comparacion con 25 dias de los métodos estdndar .También recupera el 91% de los
aislamientos totales frente a un 73% de recuperacion del medio (LJ). Al igual recupera
micobacterias no tuberculosas (MNT) en muestras positivas y negativas (100% vs.
83%). Es un método rapido, sensible, eficiente para el aislamiento y diferenciacion de
las micobacterias, encontrandose altas tasas de aislamiento. Presenta limitaciones, como
la posibilidad de transmision de las micobacterias por escape de aerosoles debido al
aumento de la presion de gas en los frascos de cultivo, las necesidades de mano de obra
relacionados con la carga y descarga de botellas de muestra de la incubadora a un
instrumento semi - automatizado, almacenamiento y eliminacion de material radiactivo y

para el seguimiento del crecimiento. (Cruciani et al., 2004, Scarparo et al., 2004).
Sistema MGIT

El sistema denominado Mycobacterial Growth Indicator Tube (MGIT), es un tubo con
medio liquido (Middlebrook 7H9), el cual tiene como caracteristica tener adherida una
resina en el fondo del tubo, que tiene la capacidad de fluorescer bajo la luz ultravioleta
(365 nm), cuando disminuye la tension de oxigeno en el medio, al ser éste consumido
por la micobacteria cuando esta en proceso de crecimiento (Fadzilah et al., 2009). En
este sistema, el tiempo promedio para la deteccién es de aproximadamente 13 dias, no
utiliza elementos radioactivos y podria utilizarse en un formato manual o un formato
automatizado, dependiendo del volumen de muestras de los laboratorios. Su sensibilidad
y especificidad es del 84,0%, y 94,1% respectivamente. Su desventaja es que por ser un
medio de cultivo liquido requiere de un subcultivo en un medio solido, para poder
realizar las pruebas de identificacion y de sensibilidad posteriormente (Fadzilah et al.,
2009).
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BACTEC MGIT 960

Es un sistema de cultivo liquido que utiliza un equipo totalmente automatizado, con
capacidad para 960 muestras. Existen otros equipos con capacidad para menor nimero
de muestras (Ejemplo: BACTEC MGIT 320).

El equipo supervisa continuamente el crecimiento en los tubos, tiene alta capacidad y
utiliza una fluorescencia no radioactiva. Los tubos de cultivo contienen un sensor
fluorescente que responde a la concentracién de oxigeno en el medio a través de un
fotodetector que mide la fluorescencia cada 60 minutos. Los niveles de fluorescencia
corresponden al aumento de oxigeno consumido por el organismo en el inéculo y es

proporcional al niamero de bacterias presentes (Hines, 2006; Pfyffer et al., 1997).

La tasa de recuperacién de MTB es del 96,4%. El tiempo promedio para la deteccion de
M. tuberculosis en frotis positivos fue 12,6 dias, para extendidos negativos fue de 15,8
dias. Es un sistema mucho mas rapido para la recuperacion de muestras negativas y es
una buena alternativa para no utilizar medios radioactivos. Un estudio en lowa ha
demostrado que el sistema MGIT 960 es capaz de detectar M. bovis a partir de tejidos de
nodulos linfaticos bovinos (Hines et al., 2006; Garrigo et al., 2007).

2.3.2.3 Métodos Moleculares

Estas técnicas estan basadas en la amplificacién del genoma de las micobacterias para
desarrollar un diagnoéstico rapido de la infeccion. Su sensibilidad varia entre el 9 y el
100% vy su especificidad entre el 25% y 100%, dependiendo de diversos factores, como
los oligonucledtidos iniciadores usados, el tipo de muestra, los métodos utilizados para
la extraccion de DNA, los métodos y protocolos para la amplificacién y deteccion de los

productos y la experiencia del laboratorio (Collins, 2011).
PCR en tiempo real, RT-PCR, PCR cuantitativa, (QPCR)

Una version cuantitativa del IS 1081 PCR ha sido desarrollada para la comparacion de
las copias de genomas CMTB recuperados de diferentes muestras. RT-PCR requiere un
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termociclador especializado que incluye una fuente de luz de excitacién y un registrador
de la salida de la sefial fluorescente generada en cada ciclo de PCR. Los reactivos de una

RT-PCR son similares a una PCR estandar, pero también requieren la inclusién de un
emisor de fluorescencia (Angela et al., 2006).
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3 Hipotesis

El sistema de cultivo liquido BACTEC MGIT 960 presenta ventajas en la deteccion de
M. bovis, cuando se compara con los métodos RT-PCR, Histopatologia y cultivo en
medio Stonebrink, realizados a partir de muestras de tejidos bovinos con lesiones
granulomatosas.
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4 Obijetivos

4.1 Objetivo general

Implementar un método que acorte tiempo de deteccion y favorezca la rapidez en la
emision del resultado en el diagnostico de TBB.

4.2 Objetivos especificos

- Determinar la velocidad del crecimiento de M. bovis en el sistema BACTEC

MGIT 960, a partir de muestras con lesiones granulomatosas.

- Establecer la concordancia estadistica de los resultados obtenidos en el sistema
BACTEC MGIT 960, con el cultivo en medio Stonebrink Histopatologia y RT-
PCR.

— Comparar la eficiencia de los métodos BACTEC MGIT 960, cultivo en medio

Stonebrink, Histopatologia y RT-PCR utilizados para el diagndstico de M bovis.
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5 Materiales y Métodos

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Micobacterias del Subdepartamento
Laboratorios y Estacion Cuarentenaria Pecuaria Lo Aguirre del Servicio Agricola y

Ganadero, siguiendo los protocolos establecidos por el laboratorio.

5.1 Muestras

Se utilizaron nodulos linfaticos y/u 6rganos con lesiones del tipo granulomatosas (LTG)
de bovinos con lesiones visibles en la inspeccion post-mortem en plantas faenadoras.
Estas muestras fueron obtenidas dentro de las actividades de seguimiento y vigilancia

incluidas dentro del Plan Nacional De Control y Erradicacion De la TBB.

Considerando la disponibilidad de recursos técnicos del laboratorio SAG, se procesaron
100 muestras por los cuatro métodos diagndsticos: RT-PCR, Histopatologia, cultivo
convencional en medio solido de ST y sistema liquido BACTEC MGIT 960.

5.2 Método
5.2.1 Procesamiento y descontaminacion de los tejidos

Para el procesamiento se siguid el procedimiento estandarizado por el laboratorio del
SAG, para la descontaminacion se aplicé la metodologia Australiana con acido oxalico
5% (Madigan, 2012; Flynn, 2001).

« En gabinete de bioseguridad se deposito la muestra en una placa de Petri estéril.

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

homogeneizacion.

« Para la homogeneizacion el tejido seleccionado se depositd dentro de una bolsa de
Stomacher y se agreg6 10 mL de agua destilada estéril (ADE)
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 La muestra se homogenizé durante 2 minutos a 300 rpm de velocidad.

+ Se tomaron 5 mL de la suspension y se depositaron en tubo de 15 mL, se
agregaron 2,5 mL de solucién de &cido oxalico 5%. La mezcla se homogenizd

periddicamente durante 20 min a temperatura ambiente.

« Se agregd a la mezcla 10 mL de solucion salina estéril y homogenizo

manualmente

 Se centrifugd la mezcla a 2750 g durante 10 minutos. Elimino el sobrenadante y

se procedio a la siembra del inoculo.
5.2.2 Siembray cultivo de la muestra
Cultivo en medio sélido.

+ Después de eliminar el sobrenadante, con hisopo estéril se inoculd parte del
sedimento en un tubo con medio ST, se incubd a 37°C. Los tubos se observaron
semanalmente y se descartaron a los 60 dias de no haber desarrollo de colonias

sospechosas a Mycobacterium.
Cultivo en medio liquido.

+ Seagreg6 0,5 mL del sedimento a un tubo MGIT, que contenia 0,8 mL de medio
liguido 7H9 modificado con suplemento de crecimiento OADC (acido oleico,
albimina, dextrosa, catalasa, estearato de polioxietileno) y PANTA (polimixina
B, azlocilina, &cido nalidixico, trimetoprima, anfotericina). Los tubos se
depositaron en el instrumento BACTEC MGIT 960. El equipo ley6 cada tubo

cada hora, durante 7 semanas.

« Cuando el BACTEC-MGIT 960 indicé que un tubo se habia convertido en
positivo, por la deteccion de fluorescencia, el contenido del tubo se homogenizé,
unas pocas gotas se colocaron en un portaobjetos de vidrio y se realizé la tincion
de Kinyoun para identificar BAAR. (Lépez, 2011; Robledo, 2011).
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« Paralelamente se uso parte del inoculo para su siembra en medio de ST, y se
incub6 a 37°C.

5.2.3 RT-PCR a partir de tejidos con lesiones granulomatosas
Extraccién de DNA gendmico

* Para la extraccion de DNA se utilizd el kit High pure PCR template

preparation kit Roche®, siguiendo las indicaciones del productor.

« Enlos limites de la lesion se tomaron 50 mg aproximadamente de tejido, que
se transfirieron a un microtubo con perlas de zirconia (Biospec Products, Inc)
de 0,1 um y 1 pm. Se adicionaron 200 pL buffer de lisis y 40 pL proteinasa
k, se homogenizé en el equipo disruptor celular (Biospec products Inc) por 3

minutos a 3000 rpm.

* La pureza y cantidad de DNA se midid a través del espectrofotometro
Nanodrop 1000.

Procedimiento de RT-PCR

. Se utilizé el equipo Apply Biosystem 7500 Fast.
Preparacion Del Kit

- Se utilizé el kit BoviMan® que contiene oligonucledtidos, sondas,
control interno (Cl) y control positivo, esta especificamente adaptado
para PCR con sondas de hidrélisis marcadas dualmente para la
identificacion de M. bovis. Un fragmento de DNA de M. bovis se
amplifica con oligonucledtidos especificos. El producto de PCR asi
generado es detectado por fluorescencia usando una sonda de hidrolisis
marcada dualmente detectable en el canal de 510 nm (FAM). Esta versién
del kit incluye en la mezcla de PCR un fragmento de DNA sintético como

Cl, el cual corresponde a un fragmento del genoma de Bos taurus. El CI
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se disefi¢ para asegurar la calidad del DNA extraido a partir de la muestra
bioldgica, minimizando el efecto sobre la eficiencia de la reaccion de
PCR blanco (M. bovis). EI amplicén se detectd por la medicion de
fluorescencia usando una sonda de hidrdlisis especifica detectable en el
canal de 580 nm (VIC para ABI) El kit de PCR tiempo real BoviMan® se

mantuvo a temperatura ambiente.
- Los tubos se centrifugaron por 30 s a 12000 rpm, antes de abrirlos.

- Se disolvié la mezcla de oligonucleétidos, sondas y Cl (BoviMan® P&P)

con 100 pL de agua para PCR. Se guardo refrigerado a 4°C.

- Se disolvio el control positivo [BoviMan®Positive Control (+)] con 100
uL de agua para PCR. Para Obtener una concentracion final de 10°
copias/uL, se procedio con diluciones seriadas en base 10 (ej: 2 pL de
stock 10° copias/uL + 18 puL agua = 107 copias/pL y asi sucesivamente).

Esta solucion se almacend en oscuridad a 4°C hasta por un mes.

- Para construir la curva de calibracion se utilizd como control positivo una

dilucién que contenia 10° copias/uL.

- Se prepar6 la misma mezcla para todas las muestras. Para validar la
corrida, se incluyé muestra control negativo (agua) y un control positivo,

ademas de un control del proceso de extraccion.

Programa de PCR

- Activacion: 95 °C/600 segundos
- Amplificacion: 45 ciclos
- Desnaturacion: 95 °C/15 segundos

- Apareamiento/extension: 95 °C/60 segundos

Limite de deteccion



- El limite de deteccion se determind usando un fragmento de DNA
sintético de M. bovis. La PCR se llevo a cabo segln lo descrito. Una
dilucion se considerd positiva si la fluorescencia relativa cruzd el umbral

establecido por el sistema de deteccion del programa.
5.2.4 Histopatologia

Las muestras negativas a RT-PCR; vya fijadas en formalina tamponada al 10 %, se
enviaron al laboratorio de Patologia, donde fueron incluidas en parafina utilizando un
equipo LEICA TP1020 con bomba de vacio y centro de inclusion THERMO
SCIENTIFIC MICROM EC 350-1 EC 350-2.

De cada bloque de parafina se obtuvieron dos cortes de 5 micras de espesor utilizando
un micrétomo rotatorio LEICA RM 2145, para posterior tincion con H'y E y ZN. Las
preparaciones fueron examinadas para detectar lesiones compatibles de TBB y la
presencia de BAAR.

Las muestras positivas a RT-PCR; ya fijadas en formalina tamponada al 10%, que no
entraron en la rutina de trabajo del Laboratorio de Patologia del complejo Lo Aguirre del
SAG, fueron laminadas e incluidas en parafina. El proceso de corte y tincion se realizd
en el Laboratorio de Histopatologia del Departamento de Patologia Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Chile, tefiidas con Hy E y ZN,

para detectar lesiones compatibles de TBB y la presencia de BAAR.
5.3 Andlisis estadistico de resultados
5.3.1 Tiempo de crecimiento de M. bovis

Los datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS®. Los resultados fueron
interpretados con pruebas de estadistica descriptiva. Se realizd una prueba T para
comparacion de medias de muestras relacionadas con el fin de analizar la velocidad de
crecimiento y el tiempo de deteccion en medio solido, y en medio liquido. Se utilizd la

prueba de McNemar para determinar la significancia estadistica de los resultados.
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5.3.2 Histopatologia

Se considero lesion COMPATIBLE de tuberculosis cuando present6 lesiones de TBB y
en la tincion de ZN se observé uno o mas bacilos en el tejido analizado, Se considerd
lesion SUGERENTE de tuberculosis cuando present6 lesiones de TBB y en la tincién

ZN no se observé bacilos.

De los resultados anteriores y para efectos del andlisis estadistico, se considerd
POSITIVO cuando el resultado emitido por Histopatologia fuer COMPATIBLE o

SUGERENTE, y negativo en ausencia de estos eventos.
5.3.3 Concordancia entre pruebas

Como prueba de oro para el analisis, se considerd el cultivo ST. Para evaluar los
resultados se utilizo el indice de Kappa, que determina la fuerza de concordancia o grado
de acuerdo entre los métodos de laboratorio evaluados a través del calculo del
coeficiente de Cohen’s Kappa (k=), siguiendo la ecuacién:

Clasicamente la fuerza de concordancia segun el indice de Kappa, se interpreta como se
describe en la siguiente tabla (Cortés et al., 2010; Estrada et al., 2004):

Tabla 1. 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: Cortés et al., 2010.
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5.3.4 Andlisis de la eficiencia

Para valorar la eficiencia de cada prueba, se tuvieron en cuenta los pardmetros costo
(valor comercial de cada prueba), rapidez (tiempo requerido para la emision del

diagnostico) y complejidad (horas 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 asigné un puntaje entre 0 y 10, utilizando
como funcion de asignacion una recta definida por dos puntos, dada por la siguiente

ecuacion:

— @ )

Donde:
= Puntaje obtenido por el parametro después de aplicar la formula
= Valor cuantitativo del parametro (Ej.: 8 horas persona)
= Valor menos eficiente dentro de los datos del pardmetro
= Valor mas eficiente entro de los datos del pardametro
y = Puntaje asignado al valor mas eficiente del parametro, en este caso corresponde a
10 puntos.
= Puntaje asignado al valor menos eficiente dentro de los datos del parametro, en este
caso corresponde a 0 puntos.
De esta manera la funcion asigna 10 puntos al valor mas eficiente y disminuye
linealmente hasta asignar O puntos al valor menos eficiente, como muestra el siguiente

gréfico.
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Funcidn de asignacion de puntaje

Puntaje

12 10

10

8 N

6 N

4 -

2 1 0

0 T T T

0 1 2 ..Mas eficiente Menos eficiente
costo/rapidez/complejidad

Figura 1. Recta de Asignacion de puntaje para los parametros de eficiencia



6 Resultados

6.1 Resultados obtenidos por cada muestra

En general de las 100 muestras analizadas, 28 fueron positivas a los 4 métodos, 27
positivas a 3 métodos, 20 a dos métodos, 14 a por lo menos un método y 11 a ninguno.
Es decir en combinacion los cuatro métodos pudieron detectar 89 muestras positivas a
M. bovis ( ANEXO 1).

Dos casos, los correspondientes a las muestras 25 y 26 fueron retirados del analisis
estadistico de resultados, porque las contramuestras no ingresaron al laboratorio de
Histopatologia.

La Tabla 2 resume los resultados obtenidos con cada uno de los métodos evaluados.

Tabla 2. Resultados obtenidos de las muestras sospechosas a TBB, con
cada uno de los métodos evaluados

RT-PCR HISTOPATOLOGIA | STONEBRINK | BACTEC MGIT

Tasa de Tasa de Tasa de Tasa de
deteccion deteccion deteccion deteccion

N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
POSITIVO 39 40 81 82,7 67 68,4 51 58,2
NEGATIVO 59 60 17 17,3 29 29,6 41 41,8
*2 (cont.) 2,0

Total 98 100,0 98 100,0 98 100,0 98 100,0

* contaminado en el cultivo

34



35

Los resultados que emitié Histopatologia fueron; compatibles con TBB, sugerentes de

TBB, otro agente o sin lesion (Tabla 3), posteriormente se clasificaron como negativo o

positivo para el analisis de los resultados.

Tabla 3. Resultados de las muestras sospechosas a TBB, por la técnica

de Histopatoldgica

Tasa de
N° .
deteccion
COMPATIBLE CON TBB 53 54,1
SUGERENTE A TBB 28 28,6
SIN LESION 9 9,2
OTRO AGENTE 8 8,2
Total 98 100,0

6.2 Velocidad de crecimiento de M. bovis, en ST y BACTEC MGIT 960

En la Tabla 4 se muestran los tiempos requeridos para el diagnéstico con ambos

métodos. Segin McNemar, los resultados variaron significativamente entre ambas

pruebas (p < 0,05).

Tabla 4. Tiempo promedio de crecimiento de M. bovis, en ST y BACTEC MGIT

960
DIAS CRECIMIENTO N° MINIMO | MAXIMO | MEDIA | D.T*
MGIT 960 57 7,00 39,00 20,83 7,82
STONEBRINK 69 7,00 60,00 30,27 12,16
p : 0,00001

*DT: Desviacion Tipica



6.3 Concordancia entre los métodos de laboratorio evaluados.

Al realizar test de Kappa para determinar el acuerdo entre pruebas, se obtuvieron los

resultados que se presentan en la Tabla 5

Tabla 5. Resultados del test de kappa entre pruebas.

* STONEBRIN | HISTOPATOLOGIA RT-PCR MGIT
ST 1 N.A N.A N.A
HISTOPATOLOGIA | 0,44 1 N.A N.A
RT-PCR 0,24 0,24 1 N.A
BACTEC MGIT 0,4 0,3 0,32 1

* en las columnas la prueba de oro, en las filas la prueba que se esta evaluando
**N.A: No aplica

6.4 Coloracion de Kinyoun a partir de los tubos BACTEC MGIT positivos.

A partir de los 57 tubos BACTEC MGIT positivos, con la coloracion de Kinyoun se
identificaron BAAR en 45 (79%) con un promedio de 1,2 bacilos observados por

muestra analizada.

6.5 Subcultivo en medio ST a partir de los tubos BACTEC MGIT positivos.

La recuperacion de las cepas desde muestras BACTEC MGIT positivos por subcultivos
en medio solido ST, se logré en 45 de 57 tubos (79%).

Al realizar test de concordancia entre los resultados obtenidos con la coloracién de
Kinyoun vy el crecimiento en los subcultivos en medio sélido, se encontrd un acuerdo

débil con valor de k = 0,05, que no fue estadisticamente significativo (p > 0,05)
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6.6 Parametros de eficiencia

La Tabla 6 revela las calificaciones obtenidas por cada uno de los pardmetros de
eficiencia (costo, rapidez y complejidad) en cada método de laboratorio evaluado,

utilizando la ecuacién de la recta descrita en material y métodos.

Tabla 6. Calificaciones (C) obtenidas por cada uno de los parametros de eficiencia

en los métodos de laboratorio evaluado

Parametros* RT-PCR HISTOPATOLOGIA ST MGIT 960
$ 42000 15660 14520 14520
COSTO
C** 0,0 9,6 10,0 10,0
Dias 2,0 4,0 31,0 21,0
RAPIDEZ
C 10,0 9,3 0,0 34
Horas 8,0 15,0 40,0 40,0
COMPLEJIDAD
10,0 7,8 0,0 0,0
CALIFICACION
20 27 10 13
TOTAL
* Costo = valor comercial de cada prueba

Rapidez = dias en la emision del resultado
Complejidad = horas de dedicacion por persona
**  C= Calificacion



7  Discusién

98 muestras se procesaron por los cuatro métodos diagnosticos: RT-PCR,
Histopatologia, cultivo convencional en medio solido ST y sistema liquido BACTEC
MGIT 960, con el propdsito de evaluar la eficiencia, y encontrar un método que

disminuya el tiempo de deteccion y emision de resultado de la TBB.

Como prueba de oro se utiliz6 el cultivo en medio solido ST, que es el método

reconocido internacionalmente para el diagnostico de TBB (OIE, 2012).

7.1 RT-PCR

En la rutina normal del laboratorio del SAG, cuando una muestra es positiva a RT-PCR,
se emite el resultado y se cierra el caso. Las contramuestras negativas a RT-PCR se
conservan fijadas en formalina tamponada al 10 % y son enviadas al Laboratorio de
Patologia. En el caso de esta investigacion las 98 contramuestras se enviaron al

Laboratorio de Patologia para su respectivo analisis histopatoldgico.

La prueba de RT-PCR pudo detectar solamente el 48%, 51% y 54 % de los positivos
identificados por Histopatologia, ST, y BACTEC MGIT respectivamente.

Los analisis de concordancia mostraron concordancia baja entre RT-PCR y los demas

métodos de diagndstico evaluados en esta investigacion.

Los resultados anteriores difieren con los encontrados en un estudio realizado en 2012
en Chile, en donde se encontrd una concordancia moderada (k= 0,507), cuando se
compararon los resultados encontrados con RT-PCR y las lesiones compatibles a la
Histopatologia (Larenas, 2012). Estudios realizados anteriormente en México (Estrada et
al., 2004), encontraron también concordancia moderada (k= 0,44), al comparar los
resultados de Histopatologia con una PCR simple, teniendo que desarrollar una técnica

con PCR anidada para mejorar la sensibilidad.

38



Las bajas tasas de deteccion de RT-PCR, y las bajas concordancias con las demas
pruebas puede deberse a la escasa cantidad de bacilos en las muestras o a la capacidad
del método de deteccion de ADN, pudiendo ser necesario ajustar la prueba o en ultimo

caso implementar una técnica molecular que sea mas sensible.

En cuanto a los parametros de eficiencia, RT-PCR mostré ser la segunda prueba mas
eficiente, siendo la mas rapida y menos compleja, a pesar de ser la mas costosa (Tabla
6).

Es importante destacar que de los 38 positivos detectados por RT-PCR, 34 fueron
confirmados por ST, situacion que sugiere mantener la aplicacion de esta técnica y
optimizarla, ya que mientras RT-PCR tard6 8 horas en emitir dicho resultado, ST tardd
hasta 60 dias (con un promedio de 30 dias). La especificidad y eficiencia de la prueba
RT-PCR, pueden contribuir positivamente con la rapidez del diagndéstico y el éxito del

programa de control y erradicacion de la TBB.

7.2 Histopatologia

La técnica de Histopatologia pudo detectar lesiones sugerentes de TBB en casi todas
las muestras que dieron positivas por alguna de las otras pruebas, revelando la
importancia de este método en el diagndéstico. Solamente dos muestras detectadas por ST

y por BACTEC, no mostraron lesiones histopatoldgicas diagndsticas.

De las 98 muestras analizadas por Histopatologia con la tincion de H y E, se detectaron
81 (82%) con lesiones sugerentes de micobacterias. Estos resultados son coincidentes
con los descritos previamente en el sur de Chile, (Larenas, 2012; Araya, 2007) en que se
incluyeron muestras con lesiones macroscopicas provenientes de mataderos y se
encontro que el 81,4% vy el 84,6% presentaron respectivamente, lesiones caracteristicas

granulomatosas sugerentes de TBB.

La caracteristica microscopica mas frecuentemente observada en las muestras
analizadas, fue la lesion de tipo nodular con extensas zonas de necrosis, calcificacion

central, rodeada por numerosas células gigantes de Langhans, y células inflamatorias
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de tipo mononuclear (macrofagos y linfocitos). Cuando se encontrd una lesion de este

tipo, se identific6 como un granuloma tuberculoso.

En cuanto ZN, dicha tincién permitié que de las 81 muestras con lesiones sospechosas
de TBB, en 53 (65%) se pudieran observar BAAR, resultados coincidentes con lo
reportado en trabajos previos, en donde se estima que ZN, es capaz de confirmar
aproximadamente el 70%  de lesiones compatibles con TBB detectadas por
Histopatologia (Estrada et al., 2004).

Se destaca la concordancia positiva entre la Histopatologia y las pruebas destinadas a la

deteccion del agente biologico.

En cuanto a los parametros de eficiencia; Histopatologia mostré ser la prueba mas
eficiente, siendo la segunda en economia, rapidez y complejidad (Tabla 6).

En resumen la concordancia de Histopatologia con la prueba de oro (k = 0,4), la alta
tasa de deteccion de positivos y la eficiencia, sugieren esta técnica como un metodo Util
para apoyar otras pruebas de diagnéstico de TBB, para el diagnostico en zonas de alta

prevalencia y como prueba fundamental en programas de Control y erradicacion.

7.3 Cultivo en medio solido Stonebrink (ST)

En esta investigacion, el cultivo en medio solido ST, fue utilizado como prueba de oro
para evaluar las otras técnicas, ya que es la prueba reconocida internacionalmente como
estandar para el diagnostico de TBB (OIE, 2012).

En un promedio de 30,2 dias ST pudo detectar M. bovis en 67 (68,4%) de las muestras
incluidas en el estudio, en 29 no hubo crecimiento bacteriano y dos tubos presentaron
contaminacion en la segunda semana. Estos resultados coinciden con lo reportado por
otros autores que afirman que aproximadamente un 70% de las muestras provenientes de
lesiones granulomatosas macroscopicas, son positivas a M. bovis cuando se cultivan en
medio solido (Araya, 2007; Madigan, 2012).
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La tasa de contaminacion del 2%, con el método del acido oxalico (AO), fue
considerada como aceptable, ya que la literatura reporta valores tolerables del 2-10%
(Madigan, 2012), sin embargo, podrian evaluarse otros métodos de descontaminacion,
gue mantengan la baja probabilidad de contaminacion y favorezcan la viabilidad de la

bacteria.

ST confirmé el 87 %, 78% y 84% de los positivos identificados por RT-PCR,
Histopatologia, y BACTEC MGIT respectivamente y detectd6 M.bovis en un porcentaje
importante de falsos negativos reportados por RT-PCR y BACTEC MGIT (57% y 49%
respectivamente); resultados coincidentes con los trabajos realizados que destacan los
medios de cultivos solidos como especificos y sensibles para el diagnéstico de M. bovis
(Latini et al., 1997). ST permitié la recuperacion de bacterias en 33 muestras negativas
a RT-PCR, lo que indica que el medio puede proporcionar los requerimientos suficientes

para el diagnostico de la infeccion aunque haya una cantidad de bacilos escasa.

Al comparar los resultados de la concordancia (Tabla 5) con lo reportado por Araya en
2007, se encuentran coincidencias y diferencias. En dicho estudio se encontr6 una
concordancia débil entre el Cultivo y RT-PCR (k = 0,37), coincidente con este estudio,
pero al comparar el cultivo con la Histopatologia, Araya encontré una concordancia
excelente (k = 0,97), mientras que la concordancia en este estudio fue moderada (k =
0,4).

Los resultados de concordancia entre el Cultivo en medio sélido y la Histopatologia,
encontrados en este estudio, coinciden con lo reportado por otros autores (Estrada et al.,
2004), al determinar una buena concordancia entre ambos (valor de Cohen’s Kappa, k =
0.52)

En cuanto a los pardmetros de eficiencia, el cultivo en medio solido ST, mostrd ser la
prueba menos eficiente, teniendo el tiempo de respuesta mas prolongado, (menos
répida), y tan compleja como BACTEC MGIT. Por ello es importante que se

complemente con alguna(s) de las otras pruebas.
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7.4 Cultivo en sistema BACTEC MGIT 960

En esta investigacion, se evalud el sistema de cultivo liquido automatizado BACTEC
MGIT 960 con el fin de determinar si este sistema puede favorecer la deteccion de M.

bovis a partir de tejidos bovinos con lesiones granulomatosas.

Este método detectd el agente en el 58% de las muestras analizadas, y no se registro

contaminacién en ninguna de ellas.

La mayoria de las muestran que indicaron crecimiento lo hicieron en las tres primeras
semanas, con un promedio de 20,8 dias; en un rango de 7 — 39 dias (Tabla 4), promedio
casi 5 dias mas (20,8 v/s 15,5) a lo reportado en la literatura, (Hines et al., 2006;
Madigan, 2012). Por lo tanto el desempefio de la técnica podria mejorar si se ajustan
algunas variables como cantidad de inoculo y cantidad de suplemento. Trabajos
publicados anteriormente han demostrado que el MGIT 960 comparado con los sistemas
de cultivo solidos favorece el crecimiento de M. tuberculosis a partir de muestras
clinicas humanas, pero poco se sabe del comportamiento de BACTEC MGIT con M.
bovis a partir de muestras de tejido de la especie bovina, situacién que podria explicar

las diferencias observadas.

Sin embargo, es importante destacar que el tiempo promedio de crecimiento fue casi de
10 dias menos que con el medio ST, resultados que fueron estadisticamente
significativos (p < 0,05), y permiten alcanzar el objetivo general de la investigacion que
es el de implementar un método que acorte tiempo de deteccidn y favorezca la rapidez

en la emisién del resultado en el diagnéstico de TBB.

De los 57 positivos detectados por BACTEC MGIT, 93% y 84% fueron identificados
por Histopatologia y ST respectivamente, lo que confirma lo hallado en algunos estudios
donde reportan que BACTEC MGIT permite el crecimiento hasta de 93,2 % de

muestras positivas a TBB, en un tiempo menor que los medios sélidos (Madigan, 2012)
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La concordancia con las otras técnicas fue en general moderada (Tabla 5), resultados

que sugieren la complementariedad con otras pruebas.

En cuanto a los pardmetros de eficiencia, BACTEC MGIT mostré ser mas eficiente que
el cultivo en medio sdlido porque acorta el tiempo de deteccion M. bovis y con ello el
tiempo de emision de resultado, pero fue menos eficiente que RT-PCR e Histopatologia,
pues aunque es menos costosa, resulta tan compleja como ST. Adicionalmente BACTEC
MGIT requiere confirmar el crecimiento con coloracion de Kinyoun y subcultivos en

medio sélido, para el diagnostico definitivo de la infeccion.

Con la coloracion de Kinyoun a partir de los 57 tubos MGIT positivos, se identificaron
BAAR en 45 (79%), con un promedio de 1,3 bacilos por muestra. Valor muy superior al
logrado cuando se realiza ZN directamente del tejido, lo que podria entenderse como
mayor disponibilidad de la bacteria en el medio, que facilita su deteccidn por técnicas
de tincion; pero también puede pensarse en la calidad de la muestra que llega a
patologia, pues es posible que en el momento de la toma y envio se favorezca la muestra

con lesiones para bacteriologia y la que llega a patologia no sea de igual calidad.

La recuperacion de las colonias por subcultivos en medio solido a partir de los 57 tubos
MGIT positivos se logrdé en un 79% (45/57), valor favorable aunque distante de lo
logrado por otros autores, que reportan recuperaciones del 94%. (Hines et al., 2006). La
baja tasa de recuperacion en los subcultivos podria explicarse por varias razones, entre
ellas la perdida de viabilidad de las micobacterias a través del tiempo, a través de los
diferentes pasajes por los medios de cultivo, por el metodo de descontaminacion y por la

presencia de otras micobacterias.

Al realizar un test de concordancia entre los resultados con la coloracién de Kinyoun y
el crecimiento en los subcultivos en medio solido, se encontré una concordancia baja (k
= 0, 05), que no fue estadisticamente significativo (p > 0,05). La concordancia baja
también podria atribuirse a que los BAAR observados sean micobacterias diferentes a
M. bovis.
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Consideracion final

El sistema BACTEC MGIT demostré que puede acortar el tiempo para la deteccién de
M. bovis, en aproximadamente 10 dias con respecto al cultivo en medio sdlido ST. Esto
puede estar favorecido por el enriquecimiento adicional del medio de cultivo liquido con
OADC y PANTA y/o la capacidad de las bacterias dentro de un medio liquido para
acceder a todos los nutrientes mientras que con medios solidos, las bacterias estan
limitadas a los nutrientes mas préximos a la colonia. A pesar de lo anterior y de lo
reportado por la literatura, la tasa de crecimiento de M bovis en BACTEC MGIT fue 12
% menos que en cultivo solido ST, por lo que podria pensarse en ajustar algunas

variables como cantidad de inoculo y cantidad de suplemento.

Las cuatro pruebas tuvieron concordancia positiva entre si, que varid entre débil a
moderada y en conjunto detectaron 89 muestras positivas. Quiere decir que en
combinacion aumentaron la sensibilidad de deteccion, ya que se obtuvieron resultados

positivos por todos los métodos.

En cuanto a la eficiencia, cada método sobresalié por un parametro diferente, siendo
RT-PCR menos compleja y mas rapida e Histopatologia la mas eficiente en general. Los
cultivos aunque méas econdmicos comercialmente, su costo aumenta al considerar que
deben permanecer mas de dos meses en incubacién y las colonias deben ser confirmadas
por PCR.

A pesar que el cultivo de M. bovis en medio ST, es la prueba de oro para el diagnéstico
definitivo de TBB, puede mostrar resultados falsos negativos, posiblemente debido a
efectos de los procesos de descontaminacion o a la escasez de microorganismos viables
o cultivables provenientes de lesiones crdnicas. Esto demuestra que cada método puede
aportar con la certidumbre y la eficiencia del diagnostico de M. bovis; lo que sugiere la
necesidad de implementar un esquema que incluya un método histopatolégico, uno
molecular, un cultivo en medio sélido y un cultivo en medio liquido para contribuir con

la calidad y eficiencia del diagndstico.
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Se espera que los resultados de esta investigacion contribuyan con la eficiencia del
diagnostico de la TBB, y con el perfeccionamiento del Plan Nacional de control y
erradicacion de la TBB del SAG. Contar con un resultado veraz en el menor tiempo
posible, permite detectar animales positivos a TBB oportunamente e instaurar medidas

de control que van a favorecer tanto la sanidad animal como la salud publica.

45



8

Conclusiones

El cultivo en el sistema BACTE MGIT 960 es un método que puede disminuir
el tiempo de deteccion de M. bovis y aumentar la rapidez en la emision del

resultado en el diagnostico de TBB.

El Cultivo en medio Stonebrink es una prueba que muestra altas tasas de
deteccién y confirmacién de positivos y moderada concordancia con las demas
técnicas, pero requiere de mucho tiempo, por lo que puede complementarse con
otros métodos que acorten los tiempos de respuesta y favorezcan la eficiencia del

diagnostico.

La baja concordancia de RT- PCR con las demés pruebas indica que no puede
reemplazar ninguno de los otros métodos; su rapidez, constituye el Unico

parametro que justifica su empleo.

La positiva concordancia de la Histopatologia con la prueba de oro, sugiere su
importancia para el diagnostico presuntivo, principiantemente en los programas

de control y erradicacion.

El sistema de cultivo liquido BACTEC MGIT 960 presenta ventajas en la
eficiencia y tiempo deteccidon de M. bovis, cuando se compara con cultivo en
medio ST, en costos cuando se compara con Histopatologia y RT-PCR, y en tasa
de deteccién cuando se compara con RT-PCR; a partir de muestras de tejidos
bovinos con lesiones granulomatosas. Por lo tanto la hipdtesis de trabajo se

demuestra parcialmente.
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Recomendaciones

Al concluir esta investigacion se recomienda:

Incluir el método BACTE MGIT 960 dentro del esquema de diagndstico de

la TBB, con el fin de favorecer la rapidez en la emision del resultado.

Ajustar algunas variables como cantidad de inoculo y cantidad de
suplemento, con el cultivo en sistema BACTEC MGIT 960, para favorecer

el crecimiento de M. bovis y mejorar la tasa de deteccion

A partir de muestras positivas a M. bovis, realizar ensayos que permitan
determinar sensibilidad, especificidad, y valor predictivo de los métodos
RT-PCR, Histopatologia, ST y BACTEC MGIT 960.

Evaluar otros métodos de descontaminacion que favorezcan el crecimiento

de M. bovis, en los medios de cultivo.

Implementar un esquema que incluya los cuatro métodos (histopatolégico,
molecular, un medio sélido y un medio liquido), para detectar el nimero

méximo de positivos, en el menor tiempo posible y con mayor certidumbre.
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ANEXO 1

Tabla 7. Resultado de cada muestra por cada uno de los métodos

evaluados.

CODIGO | HISTOPATOLOGIA ST BACTEC MGIT RT-PCR GENERAL
Positivo Positivo Positivo Positivo 4
Positivo Positivo Positivo Positivo 4

! Positivo Positivo Positivo Positivo 4
15 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
20 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
50 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
53 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
54 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
56 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
57 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
60 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
61 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
62 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
63 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
64 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
65 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
2 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
4 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
83 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
84 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
8 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
86 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
87 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
88 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
%0 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
92 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
% Positivo Positivo Positivo Positivo 4
9 Positivo Positivo Positivo Positivo 4
8 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
4 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
11 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
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CODIGO | HISTOPATOLOGIA ST BACTEC MGIT RT-PCR GENERAL
12 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
2 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
3 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
33 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
34 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
% Positivo Positivo Positivo Negativo 3
37 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
42 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
59 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
& Positivo Positivo Positivo Negativo 3
o Positivo Positivo Positivo Negativo 3
% Positivo Positivo Positivo Negativo 3
94 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
9% Positivo Positivo Positivo Negativo 3
100 Positivo Positivo Positivo Negativo 3
49 Positivo Positivo Negativo Positivo 3
52 Positivo Positivo Negativo Positivo 3
66 Positivo Positivo Negativo Positivo 3
68 Positivo Positivo Negativo Positivo 3
70 Positivo Positivo Negativo Positivo 3
80 Positivo Positivo Negativo Positivo 3
a4 Positivo Negativo Positivo Positivo 3
58 Positivo Negativo Positivo Positivo 3
55 Positivo Contaminado Positivo Positivo 3

5 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
6 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
8 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
9 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
13 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
14 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
18 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
27 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
67 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
81 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
o7 Positivo Positivo Negativo Negativo 2
36 Positivo Negativo Positivo Negativo 2
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CODIGO | HISTOPATOLOGIA ST BACTEC MGIT RT-PCR GENERAL
38 Positivo Negativo Positivo Negativo 2
39 Positivo Negativo Positivo Negativo 2
46 Positivo Negativo Positivo Negativo 2
43 Positivo Negativo Negativo Positivo 2
45 Positivo Negativo Negativo Positivo 2
26 No Ingresa Muestra Positivo Negativo Positivo 2
24 Negativo Positivo Positivo Negativo 2
31 Negativo Positivo Positivo Negativo 2
1 Positivo Negativo Negativo Negativo 1
19 Positivo Negativo Negativo Negativo 1
28 Positivo Negativo Negativo Negativo 1
30 Positivo Negativo Negativo Negativo 1
69 Positivo Negativo Negativo Negativo 1
& Positivo Negativo Negativo Negativo 1
v Positivo Negativo Negativo Negativo 1
8 Positivo Negativo Negativo Negativo 1
22 Positivo Contaminado Negativo Negativo 1
% No Ingresa Muestra Positivo Negativo Negativo 1
10 Negativo Positivo Negativo Negativo 1
21 Negativo Positivo Negativo Negativo 1
2 Negativo Negativo Positivo Negativo 1
41 Negativo Negativo Positivo Negativo 1
16 Negativo Negativo Negativo Negativo 0
40 Negativo Negativo Negativo Negativo 0
4 Negativo Negativo Negativo Negativo 0
48 Negativo Negativo Negativo Negativo 0
51 Negativo Negativo Negativo Negativo 0
® Negativo Negativo Negativo Negativo 0
6 Negativo Negativo Negativo Negativo 0
8 Negativo Negativo Negativo Negativo 0
& Negativo Negativo Negativo Negativo 0
82 Negativo Negativo Negativo Negativo 0
9% Negativo Negativo Negativo Negativo 0

81 69 57 40
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ANEXO 2

Tabla 8. Lesiones observadas por Histopatologia

TIPO TIPO TIPO DE TIPO DE
MUESTRA INSPEC DX CELULA LESION MORF BAAR
COMPATIBLE CON
1| NRM R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON
2 | NRM R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo
COMPATIBLE CON
3 | NTB R TBB langhans granuloma | necrosis positivo
4 | NRM R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo
COMPATIBLE CON
5| NH R TBB langhans granuloma | necrosis positivo
6 | NTB R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo
COMPATIBLE CON
7 | NTB R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
8 | NTB R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion | negativo
9| NTB R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo
10 | NCS R OTRO AGENTE neutrofilos | difusa necrosis negativo
COMPATIBLE CON
11 | NME R TBB langhans granuloma | necrosis positivo
COMPATIBLE CON
12 | NTB R TBB langhans granuloma | necrosis positivo
COMPATIBLE CON
13 | NRM R TBB langhans granuloma | necrosis positivo
COMPATIBLE CON
14 | NME R TBB langhans granuloma | necrosis positivo
15 | NRM R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | necrosis negativo
16 | NCS R OTRO AGENTE neutrofilos | drusas necrosis negativo
17 | NRM R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion | negativo
COMPATIBLE CON
18 | NRM R TBB langhans granuloma | necrosis positivo
19 | NTB R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo
COMPATIBLE CON
20 | NRM R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
21 | NMES S SIN LESION sin lesion sin lesion sin lesion negativo
COMPATIBLE CON
22 | NMES S TBB langhans granuloma | necrosis positivo
COMPATIBLE CON
23 | NMES S TBB langhans granuloma | necrosis positivo
24 | NMES S SIN LESION sin lesion | sin lesion sin lesion negativo
NO INGRESA
25 | NTB R MUESTRA X X X negativo
NO INGRESA
26 | NTB R MUESTRA X X X X
COMPATIBLE CON
27 | NH R TBB langhans granuloma | necrosis positivo
COMPATIBLE CON
28 | NH R TBB langhans granuloma | necrosis positivo
29 | NM R OTRO AGENTE neutrofilos | drusas necrosis negativo
30 | PREESCAPUL |S COMPATIBLE CON langhans granuloma | necrosis positivo
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TIPO TIPO TIPO DE TIPO DE
MUESTRA INSPEC DX CELULA LESION MORF BAAR
AR TBB
31| NH R Sin Lesion sin lesion | sin lesion sin lesion negativo
COMPATIBLE CON
32 | PLEURA R TBB langhans granuloma | necrosis positivo
COMPATIBLE CON
33 | NRM R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON
34 | NRM R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo
COMPATIBLE CON
35 | NME R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo
COMPATIBLE CON
36 | NP R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
37 | NME R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo
38 | NME R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo
39 [ NRM R SUGERENTE DE TBB | linfocitos granuloma | calcificacion negativo
40 | NME R SIN LESION sin lesion sin lesion sin lesion negativo
41 | NRM R OTRO AGENTE neutrofilos | difusa necrosis negativo
42 | NH NMES R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo
NRM NM COMPATIBLE CON
43 | NME NMES | R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo
NRM NME P COMPATIBLE CON
44 NH NMES, |R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo
NRM NME P
45 NH NMES, |R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion | negativo
NRM NME P COMPATIBLE CON
46 NH NMES, | R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo
NRM NME
47 | NH R SIN LESION sin lesion | sin lesion sin lesion negativo
NRM NME
48 | NH R SIN LESION sin lesion | sin lesion sin lesion negativo
49 | NME NH R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo
50 | NME R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | necrosis negativo
TEJIDO
51 | MAMARIO R OTRO AGENTE neutrofilos | drusas necrosis negativo
52 | NRM R SUGERENTE DE TBB | linfocitos granuloma | necrosis negativo
COMPATIBLE CON
53 | NH R TBB linfocitos | granuloma | calcificacion | positivo
COMPATIBLE CON
54 | NRM R TBB langhans difusa necrosis positivo
COMPATIBLE CON
55 [ NMES R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON
56 | NMES R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo
COMPATIBLE CON
57 | NTB R TBB linfocitos | granuloma | calcificacion | positivo
58 | NTB R SUGERENTE DE TBB | langhans difusa necrosis negativo
COMPATIBLE CON
59 | NTB R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo
COMPATIBLE CON
60 | NRM R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
61 | NRM SD SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo
COMPATIBLE CON
62 | NRM R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
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COMPATIBLE CON

63 | NCS R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON

64 | NRM R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON

65 | NRM R TBB linfocitos | granuloma | calcificacion | positivo

66 | NRM NHNM | R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo

67 | NRM R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion | negativo

68 | NME/NH R SUGERENTE DE TBB | linfocitos difusa necrosis negativo

69 | NRM RS SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo

70 | NRM RS SUGERENTE DE TBB | langhans difusa necrosis negativo
COMPATIBLE CON

71 | NME R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo
COMPATIBLE CON

72 | NMES R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON

73 | NME R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo
COMPATIBLE CON

74 | NME R TBB langhans granuloma | calcificacion | positivo

75 | NMES R OTRO AGENTE neutrofilos | difusa necrosis negativo

76 | NH R OTRO AGENTE neutrofilos | difusa necrosis negativo

77 | NM R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion | negativo

78 | PREESCAPU | S SIN LESION sin lesion sin lesion sin lesion negativo

79 | PREESCAPU | S SIN LESION sin lesion | sin lesion sin lesion negativo

80 | NME R SUGERENTE DE TBB | linfocitos | granuloma | necrosis negativo
COMPATIBLE CON

81 | NPF SD TBB langhans granuloma | calcificacion positivo

82 | NPF SD OTRO AGENTE neutrofilos | difusa necrosis negativo
COMPATIBLE CON

83 | NME SD TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON

84 | NPF R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON

85 | NME R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON

86 | NME R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON

87 | NME R TBB linfocitos granuloma | necrosis positivo
COMPATIBLE CON

88 | NMES R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo

89 | NCS R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion | negativo
COMPATIBLE CON

90 | NRM R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON

91 | NTB R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON

92 [ NP R TBB linfocitos difusa necrosis positivo
COMPATIBLE CON

93 [ NH R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo

94 | NH R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion | negativo

95 | NRM R SIN LESION sin lesion sin lesion sin lesion negativo

96 | NTB R COMPATIBLE CON langhans granuloma | calcificacion positivo
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TBB
97 | NTB R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion | negativo
98 | NRM R SUGERENTE DE TBB | langhans granuloma | calcificacion negativo
COMPATIBLE CON
99 | NH R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
COMPATIBLE CON
100 | NH R TBB langhans granuloma | calcificacion positivo
N LINFONODULO NME MEDIASTINICO
NCS CERVICAL SUPERFICIAL NP POPLITEO
NH HEPATICO NPF  POPLITEO PROFUNDO
NMES MESENTERICO NRM RETROFARINGEO MEDIO
NM MAMARIO NTB TAQUEOBRONQUIAL

R=RUTINA S=SEGUIMIENTO NP=NECROPSIA EN PREDIO
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ANEXO 3. Tablas de contingencia y resultados de concordancia

Tabla de contingencia

Recuento Medidas simétricas
RESULTADOST Valor Sig. Aprox
Medida Kappa 0,4 0,0001
NEGATVO | POSTTVO | Total de
RESULTAD NEGATNVO 1,0 21,0 19,0 41,0 N de casos validos 98,0
OBACTEC  posmvo 1,0 80 480 570] a Asumiendo la hipotesis alternativa.
Total 2,0, 29,0 67,0 98,0 b. Empleando el error tipico asintético basado

Tablade contingencia

Recuento Medidas simétricas
RESULTADOST Valor Sig. Aprox
Medida Kappa 0,3 0,0007|
NEGATNVO | POSITVO Total de
RESULTAD NEGATNVO 1,0 25,0 33,0 59,0 N de casos validos 98,0
OPCR POSITVO 1,0 2,0 34,0 390l & Asumiendo la hipotesis alternativa.
Total 2,0 29,0 67,0 98,0 b. Empleando el error tipico asintético basado

Tablade contingencia

Recuento Medidas simétricas
RESULTADOST Valor Sig. Aprox
Medida Kappa 0,4 0,0000
NEGATNVO | POSITVO Total de
RESUTADO NEGATNVO 0,0 13,0] 4,0 17,0) N de casos validos 98,0
gﬁg;’? POSTVO 20 16,0 63,0 81.0] a Asumiendo la hipétesis alternativa.
Total 2,0 29,0 67,0 98,0 b. Empleando el error tipico asintético basado

Tablade contingencia

Recuento Medidas simétricas
RESULTADOPCR Valor Sig. Aprox
Medida Kappa 0,3 0,0005|
NEGATNVO | POSITVO Total de
RESULTAD NEGATNVO 33,0 8,0 41,0 N de casos validos 98,0
OBACTEC  posmvo 26,0 31,0 570] a Asumiendo la hipotesis alternativa.
Total 59,0 39,0 98,0 b. Empleando el error tipico asintético basado

lapla de contingencia KRESUL | ADUPLK ™
DECI ITANALISTADATAI ARIAD

Recuento
LOGIA2 Medidas simétricas
NEGATVO | POSITVO Total Valor Sig. Aprox
RESULTAD NEGATVO 17,0 42,0 59,0 Medida Kappa 0,2 0,0002|
OPCR de
POSITVO 0,0 39,0 39,0 N de casos validos 98,0
Total 17,0 81,0 98,0 a. Asumiendo la hipétesis alternativa.

b. Empleando el error tipico asintético basado

lapia ae contingencia RESUL | ADUBAC T EC ™
DESI ITANALISTADATAL ARIAD

Recuento Medidas simétricas
LOGIA2 Valor Sig. Aprox
Medida  Kappa 0,3 0,0015
NEGATVO | POSITVO | Total de
RESULTAD NEGATVO 13,0 28,0 41,0} N de casos validos 98,0
OBACTEC  posmvo 4,0 53,0 57,0 a. Asumiendo la hipétesis alternativa.
Total 17,0 81,0 98,0 b. Empleando el error tipico asintético basado






