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INTRODUCCION

La Tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infecto-contagiosa de distribucion mundial
producida por la bacteria Mycobacterium bovis (M. bovis) que afecta principalmente las cuencas
lecheras, ocasionando no solo pérdidas directas en la produccion de lacteos y carnes, sino
también implicaciones legales por las restricciones para el comercio. Ademas, al ser una
enfermedad zoondtica por su propagacién también tiene implicancias en la Salud Publica (Cataldi
A.A., 2014).

En Argentina, las mayores tasas de prevalencia de TBB se presentan en las provincias de Buenos
Aires, Santa Fe y Cérdoba. Las pérdidas anuales directas e indirectas debidas a la TBB ascienden
a US$ 63 millones, produciendo pérdidas estimadas del 13% en la produccién lechera. La
disminucién del volumen de leche por los animales infectados y la calidad de los subproductos
se ve afectada debido a la disminucion de la cantidad de grasa obtenida, y aumentan también los
animales decomisados (Torres P., 2013).

Los métodos de diagnostico de TBB, pueden ser post-mortem y ante-mortem, este ultimo se
puede dividir en los directos e indirectos. Los directos se basan en detectar los bacilos por cultivo
y/o baciloscopia o por métodos moleculares como la PCR. Si bien el cultivo es considerado la
prueba de referencia diagndstica, es extremadamente lenta y posee limitaciones en cuanto a su
sensibilidad. Se ha podido aumentar la sensibilidad y especificidad analitica mediante la
aplicacion de la PCR convencionaL. Por otro lado, los métodos indirectos infieren la presencia del
M. bovis por medio de respuestas inmune seroldgica y/o celular in vitro o in vivo, estos son
discutidos ya que dependiendo del estadio de la enfermedad resultan inespecificos.

El Plan Nacional de Control y Erradicacién de la Tuberculosis Bovina del SENASA establece que
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el diagnéstico de la situacién de las unidades productivas (UP) debe realizarse con una prueba
tuberculinica, e iniciar asi las actividades de saneamiento con la implementacion de por lo menos
dos pruebas tuberculinicas anuales. Para lograr la certificacion oficial de establecimiento libre de
TBB, deben lograr dos resultados negativos consecutivos a dichas pruebas.

Del analisis de las ventajas y desventajas de las distintas pruebas diagndsticas, se desprende la
necesidad de desarrollar y disponer de herramientas diagndsticas confiables que agilicen y
simplifiquen los controles de los rodeos bovinos.

OBJETIVOS

e Desarrollar un método diagnéstico denominado PCRgio-ELISA Electroquimico basado en
la amplificacién selectiva de la secuencia de insercion IS6110 (248 pb) presente en el
M. bovis (incluido en el Complejo M. tuberculosis) por PCReio a partir de muestras de
leche, y la determinacion de los amplicones por un ELISA con deteccion electroquimica.

METODOLOGIA

Realizacion del ELISA con deteccion electroquimica:

Se toman 8 uL de la solucion de amplicones diluida (1/100) y se deposita sobre los electrodos
impresos (SPE) comerciales (DS-DRP 110 STR). Por la Biotina (BIO) en uno de sus extremos,
los amplicones quedan anclados sobre los SPE modificados con estreptavidina; y por la
Digoxigenina (DIG) en el otro extremo son reconocidos por un anticuerpo anti-digoxigenina (0.05
U mL") marcado con la enzima Peroxidasa (HRP), que, por la adicién de los sustratos (2.50 mM
OPD y 1.25 mM H20) se desencadena la reaccion enzimatica. Sus productos a los 20 min
generan una respuesta eléctrica, proporcional a los amplicones en la muestra y, por lo tanto,
relacionado a la presencia al M. bovis. Insumiendo un tiempo total de andlisis de 3 h.
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Optimizacion de las condiciones experimentales del ELISA-Electroquimico:

Se emplearon soluciones controles y muestras tipificadas para la definicién de las condiciones
experimentales. En la Tabla 1 se pueden ver los pasos y los reactivos involucrados en el
procedimiento.

Tabla 1
Paso Operacion / Reactivos Tiempo
1 Bloqueo de SPE con BSA 1-2 % (m/v) en PBS pH = 7.2 30 min
2 Dilucién de amplicones (1/100) en BSA 1-2 % (m/v) en PBS pH 10 min
=72
3 8 pL solucién de amplicones a 37°C 40 min
4 Lavar x 2 con Tween 20 (0.05%) PBS pH = 7.2 a 37°C 20 min
5 8 mL solucién de anti Digoxigenina — HRP (0.05 U mL") a 37°C 40 min
6 Lavar x 2 con Tween 20 (0.05%) PBS pH = 7.2 a 37°C 20 min
7 40 pL solucién de sustratos orto fenil endiamina (OPD) (2.5 mM) 20 min
y H202 (1.25 mM) en PBS pH = 6.0
8 Senal analitica = Intensidad de Corriente de Reduccion (nA) por <15s
VOC, rango de potencial (0 a — 200 mV)

Aplicando este protocolo se logroé determinar cantidades de ADN por ensayo en el rango de 0.4
a 1.6 fg en contraste con 80 fg minima cantidad alcanzada por la PCR convencionaL. Esto
representaria una sensibilidad 50 veces superior.

Determinacion de amplicones del M. bovis a partir de leches de tambo mediante el ELISA-
Electroquimico
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Expresion de resultados:

Para la expresion de los resultados del método analitico fue conveniente expresar los resultados
como Porcentajes de Positividad (PP) (1), tomando como 100% el control interno positivo (ADN
proveniente de un cultivo de M. bovis).

I, (Muestra)— 1 ,(CIN)
1,(CIP)—1,(CIN)

(1)

PP[%]= x100

Donde:

v' PP (%): es el porcentaje de positividad.

v' CIP (Control Interno Positivo): valor medio de la Intensidad de corriente de reduccion (E =
E apiicado VS. E ref.) utilizando un control con productos de PCR cuyo ADN molde amplificado
corresponde a ADN de M. bovis de cultivo.

v' CIN (Control Interno Negativo): valor medio de la Intensidad de corriente de reduccion (E
= E apiicado VS. E ref.) utilizando un control con productos de PCR sin adicionar ningin ADN
molde.

Para determinar la sensibilidad analitica, se realizaron diluciones seriadas preparadas a partir de
una muestra control de ADN de M. bovis de concentracién conocida,determinando la maxima
dilucién capaz de desarrollar una Irsuperior al obtenido con el control negativo.

CONCLUSIONES

El método PCRgio-ELISA-ELETROQUIMICO desarrollado fue capaz de determinar una cantidad
de ADN 50 veces inferior a la alcanzada por medio de la PCRconvencionAL.

Las cuatro muestras de leche analizadas se pudieron diferenciar y correlacionar con una prueba
PCRBio-ELISA-Optico y con los resultados de la prueba de la tuberculina (prueba oficial aprobada
por SENASA) efectuada en los animales.

Para dar continuidad al trabajo, deberemos procesar mayor cantidad de muestras (mas de 30
tanto positivas como negativas) para definir un limite de corte (cut off) de la metodologia.

No obstante, este método es un avance tecnoldgico, si bien se debe continuar con la
automatizacioén de todas sus etapas y con la miniaturizacion de sus componentes. Estos avances
resultarian uUtiles para el monitoreo de tambos, y para la generacién de estrategias en la Salud
Publica con la finalidad de la erradicacién de esta zoonosis.
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