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La identificacion precisa de los bovinos infectados con Mycobacterium bovis (BTB) constituye la base de un
programa eficaz de control y erradicacion de enfermedades. Identificar con precision a los animales infectados
es un desafio debido a que las pruebas de BTB actualmente disponibles no son 100 % sensibles o especificas y
pueden generar resultados falsos negativos para algunos animales infectados, especialmente durante las etapas
temprana y tardia de la enfermedad. Este estudio evalué la capacidad del ensayo de fluorescencia polarizada
BTB (BTB-FPA) para identificar correctamente animales no infectados con BTB y para detectar animales
anérgicos BTB en comparacion con la prueba de pliegue caudal (CFT), gamma-interferon (IFN-y), y resultados
post mortem.

Se compararon los resultados bovinos negativos y positivos de la prueba entre BIB-FPA, CFT, CCT e IFN-y. El
BTB-FPA mostré una correlacion del 100% para 453 animales con prueba negativa. En 100 animales analizados
de un rebaiio infectado con BTB, los resultados de CFT, CCT, IFN-y y BTB-FPA variaron significativamente.
Hubo desacuerdo entre los resultados de CFT e IFN-y para 56 animales, y los resultados de las tres pruebas solo
coincidieron en 10 animales. E1 BTB-FPA identifico tres animales lesionados de 93 (media de 3% positivos) que
fueron negativos segiin CFT e IFN-y pero positivos segtn los resultados post mortem (es decir, lesiones visibles
de BTB vy cultivos positivos). Estos resultados indican que la BTB-FPA es adecuada para identificar animales
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anérgicos a la BTB en un rebaiio infectado.

Introduction

La tuberculosis (TB) es una enfermedad zoonodtica de 3 millones de
afios. Mycobacterium tuberculosis ancestral muté en multiples cepas,
incluida Mycobacterium bovis, que causa la tuberculosis bovina
(BTB). La BTB se puede transmitir entre animales y humanos, y los
programas de control/erradicaciéon de la BTB se han implementado
desde finales del siglo XIX y principios del siglo XX. Un derivado de
proteina purificada (PPD) de la tuberculina se ha desarrollado y
utilizado para test en animales y humanos durante muchos afos.
Debido a su especificidad, la prueba del pliegue caudal (CFT) es la
principal prueba de PPD utilizada para diagnosticar BTB en bovinos.
La CFT mide la hipersensibilidad de tipo retardado mediada por
células contra la PPD bovina cuando se inyecta en un animal. El CFT
no es ideal porque es largo (el tiempo de respuesta es de 72 horas) y
su sensibilidad depende de varios factores que a menudo hacen que
sea menos sensible. Estos factores pueden estar relacionados con la
respuesta  inmunoldgica  (infecciébn  temprana, anergia o
inmunosupresion concurrente), los PPD que se usan (producto
expirado,
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producto almacenado en condiciones inadecuadas, errores de
fabricacién, baja potencia, etc.) o metodologia (dosis, lugar de
inyeccién, inexperiencia, etc.) y puede dar lugar a falsos negativos. En
contraste, la coinfeccion o la exposicion previa a otras micobacterias no
tuberculosas relacionadas se han informado como posibles causas de
resultados falsos positivos debido a la composicién antigénica similar
de estas bacterias.

No todos los antigenos de la prueba de tuberculina PPD son
equivalentes. La potencia bioldgica constante entre los ciclos de
produccion de tuberculina es fundamental para el resultado de esta
prueba intradérmica. Se han informado diferencias significativas en el
numero de animales que dieron positivo usando tuberculina de alta
potencia versus baja potencia. Por ello, cada gobierno regula la
producciéon de su PPD tuberculina. Ademds, los paises que son
miembros de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la Oficina
Internacional de Epidemiologia (OIE) y/o la Comunidad Econémica
Europea (UE) han establecido estdndares legales mundiales para la
produccion de tuberculina, el rendimiento de los ensayos de potencia, y
pruebas intradérmicas para bovinos. Los paises importadores y
exportadores deben utilizar estas pruebas cuando comercialicen o
transporten ganado a nivel local o internacional. Se han desarrollado y
utilizado pruebas BTB alternativas, como la prueba PPD cervical
intradérmica comparativa unica (SICCT o CCT) y la prueba de
interferén-y (IFN-y), en combinacién con la CFT como
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pruebas complementarias o confirmatorias. Mientras que el CFT mide
la respuesta de hipersensibilidad de un animal al PPD de los mamiferos,
el CCT compara las respuestas a la tuberculina del PPD de los
mamiferos (bovino) y las aves. Esto aumenta la especificidad porque la
tuberculosis aviar (ATB) puede causar reacciones cruzadas CFT, y ATB
no causa la enfermedad grave que M. bovis causa en el ganado.

El IFN-y se utiliza para medir la respuesta celular de un animal a la
infecciéon por M. bovis. La medicion de IFN-y tiene algunas ventajas
sobre la CFT y la CCT. Por ejemplo, los animales solo necesitan ser
manipulados una vez, la prueba puede repetirse inmediatamente y su
interpretacion es menos subjetiva. Sin embargo, IFN-y también tiene
limitaciones que incluyen menor especificidad, especialmente en
animales mads jovenes; la necesidad de procesamiento de laboratorio;
experiencia sustancial de laboratorio; y costos de prueba significativos.

No todos los animales infectados con BTB desarrollan una respuesta
hipersensible o celular detectable. Estos animales se denominan
animales anérgicos porque no se detectan con las pruebas estindar de
BTB. El desarrollo de anticuerpos ocurre con mayor frecuencia en
animales con un estado de enfermedad mdas avanzado, y es mds
probable que estos animales sean infecciosos y transmitan la
enfermedad a sus compaiieros de manada. Se ha teorizado que estos
animales no logran desarrollar una respuesta de hipersensibilidad
porque su cuerpo estd sobrecargado con antigenos de tuberculina
circulantes. Por lo tanto, CFT y CCT no detectan animales anérgicos.

Ninguna prueba de BTB o combinacién de pruebas puede
proporcionar una sensibilidad del 100 % (la proporcién de animales
infectados detectados por la prueba) y una especificidad del 100 % (la
proporciéon de animales no infectados que se diagnostican como
negativos). La sensibilidad y la especificidad estimadas entre varias
pruebas de BTB pueden oscilar entre el 55 % y el 99 %.

Se han hecho muchos esfuerzos para desarrollar una prueba de
anticuerpos BTB altamente sensible y especifica similar a las que se
usan en otros programas de control y erradicacion de enfermedades
bacterianas, como la brucelosis. Sin embargo, la sensibilidad de tales
pruebas depende de que los animales infectados desarrollen una
respuesta de anticuerpos. Esto parece ocurrir sélo en las altimas etapas
de la enfermedad.

Durante los dltimos 20 anos, Ellie ha estado investigando como y
cuando los bovinos infectados con BTB desarrollan respuestas de
anticuerpos. Como un hito reciente en esta investigacién, Ellie
desarroll6 un BTB-FPA, y este documento informa su desempefo
preliminar en pruebas con bovinos.

Materiales y Métodos

Rebarios

Para detectar si el TB FPA puede detectar animales anérgicos, se
tomaron muestras de sangre individuales de bovinos de dos rebafos
diferentes. En un rebafio, que estaba ubicado en Serbia, se recolectaron
muestras de 453 bovinos que primero se consideraron negativos por
CFT y se volvieron a analizar con BTB-FPA.

Una segunda manada, conocida por estar afectada por BTB, se
encontraba en México. Cien bovinos CFT-positivos fueron probados
utilizando el BTB-FPA. Después de probar a los animales, se
sacrificaron y se realizaron necropsias. Todos los animales exhibieron
lesiones consistentes con una infeccién BTB.

Las pruebas de muestras se realizaron utilizando un disenio de estudio
simple ciego en el que la informacion de la muestra (p. ej., nimero de
rebafio, etiqueta auricular y otros resultados de pruebas de laboratorio)
no se proporciono al personal técnico.

El resultado de la prueba BTB-FPA para cada animal se compar6 con
los resultados de CFT, IFN-y y post mortem del mismo animal. La
infeccion se definié como un resultado positivo de CFT (interpretacion
estandar), un resultado positivo de IFN-y, una lesion visible en el
sacrificio y/o resultado de confirmacién bacteriolégica (positivo por
histologia y/o cultivo microbiolégico).

Resultados

Los 453 bovinos CFT negativos dieron negativo para BTB usando BTB-
FPA (100 % de especificidad). En la Tabla 1 se presenta una
comparacion de BTB-FPA, CFT, IFN-y y resultados post moértem
generados a partir de los 100 animales del grupo infectado. De los 100
animales diagnosticados como positivos mediante los resultados post
mortem, 28 generaron falsos resultados negativos segun CFT, y otros 28
también generaron resultados falsos negativos segin las mediciones de
IFN-y. El BTB-FPA mostré resultados falsos negativos para 85 de los
100 bovinos. Sin embargo, el BTB-FPA también detectd tres animales
anérgicos lesionados e infectados con BTB que dieron negativo segin
CFT e IFN-y. Ademds, los resultados de BTB-FPA, CFT e IFN-y
coincidieron en 10 animales. El BTB-FPA identificé otros dos animales
positivos que se consideraron positivos solo por una de las otras
pruebas.
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Tabla 1. Resultados de la prueba de 100 vacas lecheras en Laguna, México. La edad se presenta en meses. Los resultados de la prueba
INF-y (Bovigam) se etiquetan como "TB" cuando son positivos para BIB y "PTB" cuando son positivos para TB aviar.

COwW AGE CFT GAMMA BTB-FPA COW AGE CFT GAMMA BTB-FPA
1 37.1 + - - 51 102.3 - - -
2 57.7 + TB - 52 66.8 + B -
3 27.5 + PTB - 53 65.8 + -

4 471 - - i 54 111.3 + TB -
5 45.9 + B - 55 48.3 - - -
6 71.4 + - - 56 66.3 + - -
7 44.2 - B - 57 86.1 + B +
8 56.2 + - 58 34.9 + B +
9 60 + B - 59 85.9 - PTB -
10 66.1 + PTB + 60 46.5 + B +
11 74 + PTB - 61 87.4 + PTB -
12 50.3 - B - 62 89.7 + B

13 52.1 - - - 63 82.7 + B -
14 51.7 - PTB - 64 85.3 + TB -
15 67.6 + B - 65 48.8 + PTB +
16 50.9 + B 66 74.4 + - -
17 61.3 + PTB - 67 49.7 + - -
18 59.2 - B - 68 61.5 + B -
19 59.7 + PTB + 69 46.8 - - -
20 85.4 + B 70 56 - B -
21 75.6 + B - 71 82.4 + - +
22 84 + PTB - 72 81.7 + - -
23 56.8 + B - 73 55.8 + B -
24 79.6 + B - 74 82.2 + B -
25 92 - - - 75 44.9 - - -
26 59.6 + TB - 76 48.5 - - -
27 51.3 + B - 77 48.5 + - -
28 89.7 + B - 78 84.5 + B -
29 84.2 + - - 79 84 - -

30 56.3 - PTB - 80 47 + B +
31 69.9 + PTB - 81 72.8 + TB -
32 59.2 + B - 82 95.8 - - -
33 67.7 + PTB - 83 86 + TB -
34 37.7 - B + 84 96.8 + B +
35 100.5 + B - 85 74.6 + TB -
36 75.9 - PTB - 86 58.1 + TB -
37 46.7 + B - 87 72.5 + B -
38 59.1 - - i 88 79.9 + B -
39 52.6 + PTB + 89 45.3 + B -
40 59.1 + B - 90 37.5 + B -
41 60.6 + - - 91 37.4 + B -
42 74.9 + B - 92 32 + PTB -
43 83.7 + B - 93 38.6 - B -
44 75.1 - B - 94 71.6 + PTB -
45 84.5 + B + 95 49.9 + - -
46 26.3 + - - 96 29.8 - - -
47 57.9 - B - 97 43.9 - B -
48 64.3 - PTB - 98 43.5 + B -
49 67.9 - - 99 35.4 + - -
50 86.3 + B - 100 34.7 - - +
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Discusion

La existencia de animales anérgicos BTB dificulta el diagnostico y
control de M. bovis. Debido a las caracteristicas particulares y
complejas de BTB, existe una percepcion creciente de que ningun
método de prueba, por si solo, es suficiente para detectar todos los
animales reactivos en cada etapa de la infeccion. Por lo tanto, se debe
aplicar un enfoque multiple que utilice varios métodos actualmente
disponibles. Los enfoques modernos para el diagndstico y control de la
BTB  deben incluir ensayos bacteriologicos, moleculares,
histopatoldgicos e inmunolégicos debido a las indicaciones, ventajas y
desventajas de cada método.

En este estudio, el numero de animales positivos post mértem que
también resultaron positivos segin el BTB-FPA fue muy bajo.
Obviamente, esta prueba no debe usarse por si sola para diagnosticar la
infeccién por BTB en un rebafio. Sin embargo, si se utiliza como parte
de un enfoque multidisciplinario junto con CFT e IFN-y, estos datos
sugieren que BTB-FPA puede detectar animales adicionales infectados
con BTB que, de otro modo, pasarian desapercibidos. El uso de estas
pruebas en paralelo eliminaria la enfermedad de la manada mds
rapidamente.

No hay datos disponibles en este momento que muestren el porcentaje
de animales anérgicos que detecta el BTB-FPA. Sin embargo, cada
animal anérgico que se retira de la manada evita que ese animal
transmita BTB a sus compaiieros de manada.

Conclusion

El diagnéstico de BTB en bovinos no es un proceso sencillo.
Muchos gobiernos usan una combinaciéon de pruebas para
garantizar que se utilicen las mejores opciones viables para
identificar la enfermedad y eliminar el ganado infectado de la
granja. Sin embargo, la interpretacién de los resultados de cada
régimen de prueba puede variar dependiendo de la situaciéon de la
enfermedad en la regién y en la granja. Los resultados preliminares
de este estudio indican que el BTB-FPA se puede utilizar para
detectar reacciones anérgicas en animales que las otras pruebas
diagnosticas de BTB no pueden.

Se necesitan estudios adicionales para recopilar mas datos y confirmar
los resultados de estos estudios.
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