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2- Resumen

El Mycobacterium bovis (M. bovis), agente causal de la tuberculosis bovina (TBb),
produce infecciones en animales domésticos, silvestres y en el hombre, por lo cual
constituye un grave problema en salud puablica. En las Gltimas décadas varios paises
ejecutaron programas de control y erradicacion de TBb en sus rodeos bovinos,
basandose en la deteccion de los animales infectados y su inmediata faena (“test and
slaughter”). A pesar de haberse lorado progresos satisfactorios, en algunas &reas
geogréficas persistieron las reinfecciones en los rodeos saneados. Una de las principales
causas para que esto ocurriera fue la presencia de fauna silvestre infectada.

En Argentina existe desde 1999 un plan oficial de control y erradicacién de TBb basado
en la misma premisa. Desde su puesta en marcha el nimero de rodeos bovinos
declarados libres ha ido en constante aumento, destacandose los lecheros. Sin embargo,
el nivel de infeccion del rodeo nacional sigue siendo elevado. El factor ambiental ha
sido poco estudiado en Argentina, especialmente el que involucra a la participacion de
la fauna silvestre local.

Se seleccionaron 8 rodeos lecheros ubicados en la denominada Cuenca lechera Santa
Fe—Cérdoba. Seis de ellos presentaban prevalencias elevadas en sus vacas a la prueba de
tuberculina y en los dos restantes se habia detectado reinfeccion luego de haber
finalizado un programa de saneamiento. Las labores de muestreo de fauna se realizaron
durante 2007, 2008 y parte del 2009, capturdndose un total de 146 mamiferos silvestres.
Se aisld M. bovis en 12 individuos, resultando en una prevalencia de infeccion del 8,2
%. Diez de estos aislamientos se realizaron en comadreja overa (Didelphys albiventris)
y los restantes se obtuvieron de un zorro gris (lycolapex gimnocercus) y de una rata
(Rattus norvegicus). La prevalencia de infeccion en comadrejas resultd del 12,8 %,

involucrando mayoritariamente a los individuos machos, sin ser este hallazgo



estadisticamente significativo (P=0,18). Ninguno de los individuos en donde se aislé
M.bovis, presentd lesiones macroscépicas de tuberculosis. Los aislamientos obtenidos
en comadrejas fueron a partir de ganglios de cabeza, pulmdn y pool de higado, bazo y
rifidn. En el zorro se obtuvo solo a partir de ganglios mesentéricos y en la rata a partir
de pulmon.

No se encontraron asociaciones significativas entre los aislamientos de M. bovis en
fauna y la prevalencia de TBb en los rodeos bovinos (P= 0,097), ni en el tamafio de los
mismos (P= 0,422). Los rodeos que sufrieron reinfeccion tuvieron 3,79 veces mas
riesgo de aislamiento de M. bovis en la fauna silvestre que aquellos donde la infeccion
permanecio estable (P=0,0264).

La tipificacion molecular de los aislamientos correspondi6 en cinco ocasiones a los
spoligotipos 34 y al 12. Estos aislamientos se obtuvieron sobre 9 comadrejas y una rata.
En una sola oportunidad se aislaron los spoligotipos 96 y 122, el primero a partir de un
zorro y el segundo de una comadreja. Solo dos aislamientos de M. bovis se obtuvieron
de los rodeos bovinos involucrados en los muestreos de fauna, correspondiendo a los
spoligotipos 21 y 98.

Debido a que la mayoria de los aislamientos se obtuvieron a partir de ganglios de la
cabeza y de pool de drganos como bazo, higado y rifion, la via digestiva seria la
principal via por la cual las comadrejas (Didelphis alvibentris) adquieren la infeccion.
Estos hallazgos son coincidentes con los realizados en USA sobre otra especie del
mismo género, como la comadreja de América del Norte o Didelphis virginiana.

Se puede considerar que Didelphis alvibentris podria jugar el papel de hospedador
circunstancial o “spillover hosts” del M. bovis. Esto se sostiene por la coincidencia de
spoligotipos aislados sobre esta especie y los mas frecuentemente aislados en bovinos

de Argentina.



3- Introduccion

3-1 Antecedentes

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa reemergente, que durante el 2007
produjo 9,27 millones de nuevos casos humanos y 1,3 millones de personas fallecidas
en todo el mundo (WHO, 2009). La enfermedad se ha visto exacerbada por el
incremento global explosivo del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA)/Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y la aparicion de cepas resistentes a
multiples drogas (Neill, et al., 2005).

La tuberculosis humana y de los animales es producida por micobacterias que
conforman el denominado Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT). Este es un
grupo integrado por las siguientes especies de micobacterias estrechamente
relacionadas: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
canettii, Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis- Calmet y Guérin (BCG),
Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae y Mycobacterium  pinnnipedii.
Recientemente se ha propuesto un nuevo integrante de este grupo descripto como
Mycobacterium mungi, por haber sido aislado de mangostas (Mungos mungo) en
Botswana (Alexander, et al., 2010).

El agente causal de la tuberculosis bovina (TBb) es el M. bovis, Esta bacteria produce
infecciones en animales domésticos y silvestres, afectando también al hombre, por lo
cual constituye un grave problema en salud publica.

En el pasado la fuente principal de la infeccion por M. bovis para los humanos era el
consumo de leche cruda, la cual se asociaba con el desarrollo de lesiones
extrapulmonares. La pasteurizacion de la leche redujo significativamente la incidencia
de infeccion, persistiendo el riesgo en zonas de poblacién subdesarrolladas o en aquellas

que todavia tienen por costumbre el consumo de leche cruda. Actualmente la



enfermedad zoonotica la padecen personas cuyas actividades ocupacionales mantienen
relacion directa con bovinos como empleados de frigorificos o mataderos, trabajadores
rurales, veterinarios, transportistas de ganado o lacteos (Sequeira et al., 1990). En
Argentina los casos registrados de tuberculosis en humanos debido a M. bovis, se
presentan mayormente en las provincias de Santa Fe y Cdrdoba donde la actividad
pecuaria bovina es importante, presentando valores del orden del 1,02 y 1,24 %
respectivamente, sobre el total de casos de tuberculosis diagnosticada (Kantor et al.,
2008).

En las dltimas décadas numerosos paises ejecutaron programas de control y
erradicacion de TBb en sus rodeos bovinos, basandose en la deteccion de los animales
infectados y su inmediata faena (“test and slaughter”). A pesar de haber logrando
progresos satisfactorios en extensas regiones, en algunas areas persistieron las
reinfecciones en los rodeos saneados. Una de las causas para que esto ocurriera fue la
presencia de fauna silvestre infectada (Morris et al., 1994; Clifton-Hadley et al., 1995,
Gallagher and Clifton-Hadley 2000; de Lisle et al,. 2001; Ryan et al., 2006).

En Argentina existe desde 1999 un plan oficial de control y erradicacién de TBb
(SENASA, 1999a), reemplazado por su continuador (SENASA, 2012) basados en la
misma premisa (“test and slaughter”), aunque no contemplaron la indemnizacién a los
productores por el descarte de los animales positivos. Por ello, requiriere
prioritariamente de la cooperacion entre los ganaderos y sus asociaciones, el Servicio
Nacional de Sanidad Animal, los servicios provinciales de salud animal, los Colegios
Profesionales de Veterinarios, las Universidades y las empresas lacteas. Desde su puesta
en marcha el nimero de rodeos bovinos declarados libres ha ido en constante aumento,
especialmente los lecheros. Sin embargo el nivel de infeccion del rodeo bovino nacional

sigue siendo elevado al ubicarse en el 1,2 % (Torres, 2004). Esta prevalencia coloca al



pais en el grupo de paises latinoamericanos con mayores niveles de infeccion (Kantor,
2006).

La distribucion de la TBb en los rodeos del pais reconoce areas méas afectadas que otras.
Estos conglomerados geograficos coinciden con las zonas lecheras de la Argentina,
siendo el mas significativo por su nivel de infeccion el que agrupa a los departamentos
centrales de la provincia de Santa Fe (Castellanos, La Capital, Las Colonias, San
Jerénimo y San Justo) y parte del departamento San Justo, ubicado en la provincia de
Cordoba (Pérez et al., 2002). Trabajos realizados en los departamentos (Castellanos y
Las Colonias), evidenciaron prevalencias en vacas y rodeos lecheros del orden del 7,7%
y 30% para el primero, y del 4,1% y 15,6% para el segundo (Abdala et al, 1999; Abdala
et al., 2002). En el vecino departamento cordobés de San Justo, la prevalencia de
animales con lesiones compatibles con TB fue del 3,4% (Abdala y Tarabla, 2004).
Diversos factores de manejo y medio ambiente pueden explicar las variaciones de
incidencia y prevalencia entre regiones y entre rodeos de una misma region (Morris et
al., 1994).

El factor ambiental ha sido poco estudiado en Argentina, especialmente el que involucra
a la participacion de la fauna silvestre local. El aislamiento de M. bovis en animales
silvestres de Argentina fue comunicado en liebres (Lepus europaeus) (Kantor et al.,
1984), en jabali (Sus scrofa) (Bernardelli et al., 2004) y en puma en cautiverio (Quse y
Falzioni, 2008). La liebre y el jabali son especies de origen europeo y fueron
introducidas entre fines del siglo XIX y principios del XX, compartiendo desde
entonces el habitat con bovinos criados en sistemas tipicamente extensivos.
Recientemente se ha buscado la presencia del M. bovis en liebres cazadas a campo y

procesadas en un frigorifico de Rio Cuarto (Prov. de Cordoba), inspeccionandose



181.000 individuos, de los cuales solo 20 presentaron lesiones compatibles con TB, sin
embargo no se aisld M. bovis de estas lesiones (Raviolo et al., 2005).

Hasta el momento no se han realizado estudios sistematicos sobre la infeccion de fauna
por M. bovis y su relacién con las especies de interés pecuario. Mas aun, dentro del
actual Programa Nacional de Control y Erradicacion de la TBb (SENASA, 2012), no se
encuentra previsto este tipo de investigacion. No obstante, cuando se alcancen estados
avanzados en la aplicacion de este programa, se tornard necesario conocer la totalidad
de los componentes epidemioldgicos y su verdadero peso en el mantenimiento del

agente etiolégico en el medio ambiente.



3-2 Hipétesis General

La fauna silvestre que cohabita con bovinos infectados con M. bovis en la cuenca
lechera Santa Fe — Cordoba, es capaz de adquirir la infeccion y ser una fuente potencial
de diseminacion a otras especies

4- Objetivos

4-1 Objetivo General

Determinar si la fauna silvestre autoctona de la region centro de la Provincia de Santa
Fe y este de Cdrdoba puede estar infectada con M. bovis.

4-2 Obijetivos Especificos

- Estimar la prevalencia bruta de infeccidn en fauna silvestre.

- Estimar la prevalencia especifica por especie.

- Tipificar por técnicas moleculares los aislamientos de M. bovis obtenidos y
compararlos con los de circulacion conocida en bovinos de Argentina

- Estimar las asociaciones de riesgo posibles, derivadas del aislamiento de M bovis en
fauna y las caracteristicas epidemioldgicas de los rodeos donde se realizaron las

capturas.



5- Marco tedrico

5-1 Biologia de Mycobacterium bovis

M. bovis integra el género de las Micobacterias, este grupo de bacterias se caracteriza
por ser bacilos aerobios, no esporulados, no mdviles, con una pared celular rica en
complejos lipidicos y ceras. Estos lipidos se unen a la fucsina, no pudiéndose ser
removida por el decolorante (acido clorhidrico-alcohol etilico) de la coloracion de Ziehl
Neelsen (ZN), de alli que toman la denominacién de &cido alcohol resistentes. Esta
coloracion es utilizada para diferenciarlas de las restantes bacterias (Quinn et al., 2002).
Las Micobacterias se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, pudiendo
ser saprofitas, patdgenas oportunistas y estrictamente patégenas. ElI género contiene
cerca de 60 especies divididas en tres grandes grupos, los de crecimiento lento, los
crecimiento rapido y las aquellas especies o aislamientos que no pueden cultivarse in
vitro (Grange, 1996).

La diferenciacion entre micobacterias patogenas y las restantes se realiza a través del
desarrollo en medios de cultivos, pruebas bioquimicas, inoculacion en animales de
laboratorio y por métodos moleculares.

Las bacterias de marcada importancia para la salud humana y animal conforman dos

grupos: el denominado Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT) que engloba las

especies responsables de la tuberculosis en humanos y animales y el Complejo

Mycobacterium avium-intracellulare (MAC), donde el M. avium se subdivide en cuatro

subespecies (ssp): ssp. avium, ssp. paratuberculosis, ssp. silvaticum y ssp. hominis-suis.
El M. avium ssp avium produce la tuberculosis en aves y se ha transformado en un serio
problema en humanos afectados por SIDA, mientras que el M. avium ssp

paratuberculosis es el responsable de la enfermedad de Johnes en rumiantes y



sospechado de producir la enfermedad de Crohn en humanos. Queda fuera de estos

complejos M. leprae responsable de la lepra en humanos.

5-1-2 Composicion de la pared celular

La particularidad distintiva de las micobacterias se basa en la composicion de la pared
celular, caracterizada por poseer cuatro capas por sobre la membrana celular. La capa
maés interna la forman peptidoglycanos, cubiertos por una segunda capa compuesta por
arabinogalactan unido a macromoléculas constituidas por arabinosa y galactosa. Uno de
los lados de la cadena de arabinogalactan se une a la tercera capa formada por acido
micdlico, el cual estd conformado por largas cadenas de acidos grasos. Este es el
principal componente de la pared, debiendo a ello su espesor. La cuarta capa es la
superficial y contiene varios lipidos y compuestos relacionados como glycosidos,
glicolipidos y peptidoglicolipidos denominados Mycosides. Otro compuesto de
importancia presente en esta pared celular lipidica es el lipoarabinomanano (LAM) que
se une a la membrana celular por la porcion lipidica atravesando toda la pared
terminando el extremo polisacarido por fuera de la superficie de la misma. Algunas
especies de micobacterias pueden contener antigeno O en su pared a semejanza de las

bacterias Gram-negativas (Grange, 1996)

5-1-3 Estructura intracelular y genoma

Por dentro de la pared celular las micobacterias se asemejan a las otras bacterias,
conteniendo varios granulos de inclusion, cuerpos lipidicos de almacenamiento y
cuerpos nucleares. Aunque el genoma generalmente consiste en un solo cromosoma

circular, algunas micobacterias pueden tener mas de uno. Las secuencias del genoma



han sido elucidadas para M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis BCG (Garnier, et al,

2003)

5-1-4 Cultivo en laboratorio

Para el aislamiento primario de las especies del Complejo M. tuberculosis se utilizan
medios s6lidos en base a huevo como el Lowestwin-Jensen y el Stonebrink. Si bien las
micobacterias son aerobias, M. bovis se desarrolla en condiciones de microaerofilia. La
temperatura de incubacion es de 37°C y los cultivos se mantienen durante 8 semanas ya
que el desarrollo es lento, las colonias son lisas y de color parduzco y se pueden
desarrollar al cabo de 3-6 semanas. M. bovis desarrolla mejor y méas temprano en el
medio de Stonebrink que contiene piruvato de sodio como fuente de carbono y presenta
un crecimiento disgonico en cultivos que contienen glicerina. La identificacion de las
cepas de M. bovis se realiza a través de pruebas bioquimicas y moleculares. Dentro de
las primeras, es sensible a la hidracida del &cido 2-Tiofeno carboxilico (TCH) y a la
hidracina del acido isonicotinico (INH). También resultan negativas a la pruebas de
Nitrato Reductasa, Catalasa a 68° C, nicototaminidasa y pirazinaminidasa (Jorge et

al.,2005).

5-1-5 Supervivencia en el medio ambiente

M. bovis es un patégeno obligado que puede sobrevivir por periodos sustanciales en el
medio ambiente bajo condiciones favorables (Morris et al., 1994).

Los trabajos de Morris (1994) y O Reill y Daborn (1995) detallan las investigaciones
realizadas por varios autores en diferentes décadas pasadas, exponiendo la
supervivencia del M. bovis bajo diversas condiciones. Este bacilo puesto en materia

fecal de bovino puede sobrevivir segin las estaciones climaticas desde 2 meses en
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primavera, hasta 5 meses en invierno (Stenhouse & Hoy, 1930 citados por O Reill y
Daborn, 1995). Bajo las condiciones del clima tropical australiano, la inoculacién de M.
bovis en materia fecal, suelo seco y humedo estériles en oscuridad o bajo 80% de
sombra, permitié la supervivencia de la bacteria hasta 4 semanas. Cuando estos
sustratos fueron sometidos a la luz solar no se pudo reaislar la bacteria en ninguna de
estas mezclas (Dufield y Young 1985, citado por Morris et al., 1994).

La mezcla de M. avium, M. bovis y M. tuberculosis con materia fecal, sangre y orina
permite la supervivencia por 150 a 332 dias a una temperatura de 12 a 14° C y al
resguardado de la luz solar. Esta supervivencia disminuye a 18 a 31 dias con
temperaturas de 24-43 °C y expuesto a la luz solar (Genov 1965, citado por Morris et
al., 1994).

Una adecuada disponibilidad de nutrientes organicos es el factor mas importante que
influye en el mantenimiento de la viabilidad de las bacterias patdgenas en el ambiente.
Si los nutrientes son escasos aumenta su susceptibilidad a las mayores temperaturas. La
exposicion solar afecta la supervivencia en forma indirecta a través de la desecacion,
mientras la luz ultravioleta tiene un efecto limitado en las zonas templadas (Wray 1975,
citado por Morris et al., 1994). La supervivencia del M. bovis en pasturas y suelo se
puede ver afectada por factores como la temperatura, la humedad, la exposicion a la luz
solar, al oxigeno disuelto, la presencia de antibidticos naturales disueltos en el suelo, los
tipos de microflora asociados (Key and Collins 1978, citados por Morris et al., 1994).
La bacteria en materiales naturalmente contaminados tiende a morir mas rapido que en
equivalentes pero artificialmente infectados (Morris et al., 1994).

El mantenimiento de M. bovis viable en carcasas de animales muertos fue posible
mientras las lesiones granulomatosas fueron reconocibles en ellas, pero no después de la

descomposicién (Livigstone 1979, citado por Morris et al., 1994). M. bovis fue aislado
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del interior himedo de carcasas que tenian por lo menos un mes después de muerto y
habia sufrido actividad de carrofieros (Pfeiffer and Morris 1991, citados por Morris et
al., 1994).

En carcasas de animales sobre pasturas el nivel de infeccién disminuye rapidamente
después de 2 semanas, no pudiéndose recuperar M. bovis después de la cuarta semana
(O’Reill y Daborn, 1995). La persistencia en fomites como fuentes de transmision en la
mayoria de los medios ambientes, aparece como disminuido ya que la dosis oral

infectiva debe ser elevada en comparacion con la via respiratoria (Morris et al., 1994).

5-1-6 Resistencia a los desinfectantes

Las micobacterias son bien conocidas por poseer resistencia a los antisépticos y
desinfectantes, encontrandose ubicadas en la escala de bacterias mas resistentes, solo
por debajo de las esporuladas. Esta resistencia se basa en su compleja pared celular, la
cual actia de barrera para la entrada de los agentes desinfectantes (McDonnell and
Russell 1999).

Los antisépticos y desinfectantes que poseen actividad anti-micobacterianas son el
fenol, el 4cido peroacético, el peréxido de hidrégeno, el alcohol y el glutaraldehido. El
hipoclorito de sodio al 4%, el acido cresilico al 3% o el fenol conteniendo Ortofenil-
fenol al 5% son los mas utilizados y seguros en la destruccion del bacilo, aunque el

alcohol etilico al 70% en agua lo destruye rapidamente (SENASA 1999b).

5-2 Patogenia
5-2- 1 Vias de transmision
La mejor evidencia de la ruta de transmision del M. bovis en los bovinos es el patron de

lesiones observadas en los frigorificos (Phillips et al., 2003).
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5-2-1-1 Via aer6gena

La tuberculosis es primariamente una enfermedad respiratoria y la transmisién por via
aerdgena es el mecanismo de contagio primordial intra especie y entre especies
(O’Reilly and Darbon, 1995). Los resultados de infecciones experimentales realizadas
por via aer6gena y digestiva, junto con la distribucién de lesiones halladas en los
bovinos naturalmente infectados, demuestran que cerca del 80 a 90% se infecta por
inhalacién (Francis 1947, citado por Morris et al., 1994).

La transmision de organismos patdgenos por via aerdgena depende no solo de la
supervivencia de éste en el medio, sino de algunos factores como ser la tasa de
eliminacion, el tamafio de la gota de aerosol y la dosis minima infectante (Cox 1987,
citado por Gannon et al.; 2007). Para el caso de M. bovis la dosis infectante por via
respiratoria seria tan baja como un bacilo para producir una lesion en comparacion con
los millones que requiere la via digestiva (Chaussé 1913, citado por Morris et al., 1994
y Phillips et al., 2003). Esta observacion fue comprobada muchos afios después, donde
se demostrd que una dosis tan pequefia como 1 unidad formadora de colonias (UFC)
puede establecer la patologia tuberculosa por esta via en bovinos, con igual desarrollo
de patologia y respuesta inmunitaria que dosis 1.000 veces mayores (Dean et al.; 2005).
Dosis tan bajas de bacterias pueden ser vehiculizadas en aerosoles expulsados por las
vias respiratorias. En la transmision de M. tuberculosis en humanos se demostré que
durante el habla o en la tos se producen residuos de gotas de <5 pm. Este tamafio de
particulas permite contener a las bacterias que al ser inhaladas pueden llegar a los
bronquiolos terminales y alvéolos pulmonares. Las gotas > 5 pm son removidas por el

arbol respiratorio superior (Palmer and Waters 2006).
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El 94 % de los bacilos pueden sobrevivir en aerosoles durante los primeros 10 minutos
de exposicion al aire, pudiendo algunos permanecer viables hasta 12 horas en estas
condiciones (Gannon et al., 2007).

La deteccion de bovinos que eliminan M. bovis por via respiratoria es mas dificil que en
los humanos, donde la muestra de esputo es rutinaria en los casos sospechosos de TB.
En bovinos positivos a tuberculina se lograron aislamientos del orden del 9% mediante
hisopados nasales (Kantor et al., 1978) y del 19% sobre secreciones traqueales (Mcllory
et al., 1986). Los mayores datos de excrecion de esta bacteria por bovinos, se realizaron
a través de estudios experimentales consistentes en la inoculacidn nasal y el seguimiento
posterior de su presencia en secreciones de vias respiratorias. Luego de la inoculacion
ocurre un periodo de latencia, el cual es mas prolongado en los animales donde se
aplicaron las dosis menores de infeccion, pudiendo variar de esta manera el aislamiento
en mucus nasal entre los 11 dias (10° UFC) y los 18 dias (10* UFC) (Neill et al.,1988).
Este periodo de latencia estaria influenciado por factores como el tipo de cepa de M.
bovis y la velocidad de respuesta inmunoldgica por parte del hospedador. Una vez
comenzada la excrecién, ésta permanece varias semanas, para luego decaer y hacerse
intermitente. El comportamiento de los animales infectados naturalmente se asemejaria
a las infecciones provocadas con una baja dosis de bacilos, donde luego de 7 a 8
semanas decae la eliminacion, siendo dificultoso su aislamiento o estando ausente del
moco nasal. Esta intermitencia permite que algunos animales eliminen por aerosoles M.
bovis hasta las 34 38 semanas post infeccion (Neill et al., 1988) La excrecion de bacilos
en las infecciones naturales comienza a partir de los 87 dias pos-infeccion, incluso en
bovinos negativos al test de tuberculina (Neill et al., 1992).

Estas observaciones hacen mas consistentes la hipotesis que ciertos individuos

tuberculosos actlian como efectivos diseminadores y que esta accion sea probablemente
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intermitente (Langmuir 1961, citado por Morris et al., 1994). Los factores fisioldgicos y
ambientales de diverso tipo pueden actuar como factores precipitantes de los periodos

de excrecion de M. bovis.

5-2-1-2 Via Digestiva

Esta es la segunda via de importancia en los bovinos. Si bien los animales infectados
pueden contaminar las pasturas por la eliminacion de M. bovis en materia fecal (MF), se
requeririan grandes dosis de estos bacilos para lograr establecer infeccion por esta via.
Ejemplo de ello consisten las inoculaciones experimentales realizadas, donde 3 de 4
terneros se lograron infectar con una dosis de 4,3 x 106 UFC y 1 solo de 4 con una dosis
de 5 x 10% UFC, siendo esta Gltima dosis casi 5.000 veces mayor que la dosis requerida
para infectar un bovino por via aerégena (Palmer et al., 2004). Por eso la transmisién de
la tuberculosis entre bovinos a través de pasturas contaminadas seria un evento poco
comun, donde la supervivencia del bacilo esta directamente condicionada en el medio
ambiente por el clima.

La proporcién de bovinos altamente infectados por M. bovis, que eliminan bacilos por
MF es del 10%, pero puede llegar hasta el 80% (Reuss, 1955 citado por Phillips et al.,
2003). Trabajos experimentales mas recientes evaluaron la eliminacién de bacilos por
MF en bovinos infectados, donde sobre 10 terneros infectados por via respiratoria, se
logré aislar M. bovis en las MF de 9 de ellos. Sin embargo esta eliminacion fue de
forma irregular y los aislamientos no se realizaron sobre los medios de cultivos
convencionales, sino por inoculacion en cobayo, animal que presenta una alta
susceptibilidad a M. bovis. El autor concluye que ninguno de los animales presentaba
lesiones en intestino y que las bacterias provendrian de la ingestion del moco de las vias

respiratorias, donde estaba presente el bacilo (Neill et al., 1988).
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En general el rol de la contaminacion del medio ambiente como fuente de infeccion para
los bovinos es de poca significancia en relacion con la transmision directa de bovino a
bovino (Morris et al., 1994).

Esta via digestiva adquiere relevancia en la infeccion de terneros por el consumo de
leche provenientes de vacas tuberculosas. Uno al dos por ciento de las vacas
tuberculosas presenta lesiones en glandula mamaria proveniente de la diseminacién
hematégena (Morris et al., 1994; Collins & Grange, 1983, citados por, Hardie and
Watson, 1992). La excrecion de M. bovis por leche en vacas afectadas también seria
muy baja y del orden del 1-2% (Flamand, et al., 1994). Sin embargo suministro de leche
cruda proveniente de vacas tuberculino positivas a terneros bajo sistemas de crianzas
intensivos, ha producido brotes cuando estos animales llegaron a los 8-9 meses de edad.
Los animales afectados presentaron lesiones en pulmén, ganglios linfaticos
mesentéricos, higado y SNC (Bernardelli et al., 1994). En rodeos lecheros donde se
pretende controlar la infeccion, el suministro de sustitutos lacteos o el tratamiento
térmico de la leche son medidas apropiadas para cortar esta ruta de transmision

(Bernardelli et al., 1994).

5-2-1-3 Otras vias de transmision

La via congénita puede ocurrir en el 12 al 50% de los terneros nacidos de vacas con
metritis tuberculosa, pudiendo ser ésta la causa de la presentacion de lesiones en el
sistema nervioso central (Francis 1947, citado por O’ Reilly and Darbon, 1995). Otros
autores citan que el 1% de los terneros nacidos de vacas tuberculosas estan
congénitamente infectados, presentando lesiones en el higado, en el pulmon y varios

nodulos linfaticos de la carcasa (Tweddle et al., 1994).
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La transmision genital puede ocurrir si los érganos reproductivos se encuentran
afectados, pero es extremadamente rara (Neill et al., 1994). La posibilidad de que la
transmisién de TB ocurra por medio de vectores como artropodos (garrapatas), fue
revisada por Phillips y col. (2003) quienes citan publicaciones de varias décadas atras
que describen la posibilidad de esta via. Sin embargo no parece ser esta una forma de

transmisién importante.

5-3-1 Desarrollo de lesiones

Las micobacterias patégenas producen una lesion granulomatosa en los tejidos tanto de
humanos, como en los de una larga lista de animales domésticos y silvestres (Thoen and
Williams 1994, citado por Thoen and Barletta 2.004).

Cuando un bovino es expuesto a M. bovis varios factores ejercen una influencia
significativa sobre los eventos subsiguientes. Algunos de estos factores son inherentes al
bacilo, otros al huésped y otros al medio ambiente (Pollock and Neill 2002).

Luego de la inhalacion de pequefias gotas de aerosoles contendiendo algunos pocos
bacilos, estos llegan a los bronquiolos terminales y alvéolos donde son fagocitados por
los macréfagos alveolares. La mayoria de los bacilos pueden ser destruidos en el interior
de estas células. Ello ocurre cuando las estructuras donde se encuentran los bacilos
denominadas fagosomas, se fusionan con los lisosomas que contienen un bateria de
enzimas que le permiten reducir los elementos extrafios a fracciones simples. Estas
partes de la bacteria son moléculas que van a ser reconocidas como antigenos y van a
ser presentadas a otras células del sistema inmunoldgico para montar la respuesta
inmunitaria. No obstante al ser M. bovis un patdgeno intracelular, puede eludir este
mecanismo de defensa, dando como resultado la multiplicacion de los bacilos en el

interior del macréfago y liberandose cuando éste muere. Nuevos macréfagos
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inactivados concurren desde el torrente sanguineo e ingieren estos bacilos liberados, los
cuales se multiplican en forma simbidtica en el macréfago no inactivado.
Eventualmente, el bacilo puede lisar el macréfago y diseminarse por el tejido
circundante. En individuos resistentes, las fracciones antigénicas de la bacteria
estimulan fuertemente la inmunidad mediada por células (IMC) a través de la activacion
de linfocitos Thl. Estas células producen interleuquinas como INF-y, IL 2 y IL12. Estos
mediadores activan a los macréfagos haciéndolos mas competentes en la destruccion de
los bacilos. Ademas favorecen la atraccion, inmovilizacidn y activacion de mas células
mononucleares provenientes del torrente sanguineo al area donde existen restos de
bacterias y detritus celulares. Esta respuesta de hipersensibilidad celular contribuye a la
muerte de células y la destruccion de tejido (necrosis caseosa) (SENASA, 1993).

En individuos cuya IMC es débil, los bacilos contindan multiplicandose y hacen arribar
méas macrofagos a la zona para fagocitarlos, mientras que las células Th1l se acumulan
también en el area. Al no estar los macr6fagos adecuadamente activados los bacilos
contindan parasitandolos y estimulan un mayor reclutamiento de éstos. Linfocitos T con
capacidad citotéxica producen sustancias que al ser liberadas al medio producen
mayores dafios en los tejidos del hospedador. De esta manera el area de lesion continda
agrandandose formando un centro caseoso. Los macréfagos conteniendo bacilos pueden
migrar a nédulos linfaticos que drenan la zona, estableciendo otro sitio de infeccion,
formando lo que se denomina complejo primario. Las lesiones son localizables en los
ganglios y se caracterizan por aumentar su tamafio, ser muy firmes y estar rodeados por
tejido conectivo fibroso. La formacion de estos granulomas es un intento de parte del
huésped de localizar la infeccion y lograr a través de los mecanismos inflamatorios e

inmunitarios la destruccion de los bacilos (Thoen y Chiodini, 1993).
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La apariencia microscopica del granuloma consta de un centro necrético caseoso,
rodeado por células epiteliodes, linfocitos y macrofagos. La mineralizacion puede estar
presente en el centro necrético a medida que la lesion avanza. La zona cercana a la
necrosis suele contener células gigantes multinucleadas, con nucleolos dispuestos en
herradura o en forma de anillo cercano al borde citoplasmatico (Thoen y Chiodini,
1993).

La diseminacién del bacilo en un mismo érgano puede ocurrir a través de la difusion
intracanalicular y no por la via linfohematdgena, produciéndose lesiones caseosas sin

compromiso de ganglios linfaticos que drenan la zona (Rey Moreno 2000).

5 -4 Métodos de Diagnostico

5-4 -1 Prueba de tuberculina (PT)

Esta prueba diagnostica es reconocida internacionalmente para el comercio de bovinos
por la Oficina Internacional de Epizootias (OIE, 2004). La técnica se basa en provocar
una reaccion de hipersensibilidad retardada (HSR) luego de la inyeccion intradérmica
de tuberculina o PPD (Derivado Proteico Purificado), obtenido a partir de la cepa de
referencia M. bovis ANS. Esta sustancia es una compleja mezcla de proteinas, lipidos,
azucares, acidos nucleicos y una gran variedad de antigenos, muchos de los cuales son
comunes a varias especies de micobacterias (Monaghan et al., 1994).

Cuando la PPD es inyectada en un animal, sensibilizado por la infeccién del M. bovis o
por la exposicion a antigenos de reaccion cruzada, desencadena una respuesta de tipo
HSR en el sito de inyeccion, Esta se caracteriza por eritema e hinchazén cuya mayor
intensidad se presenta a las 48-72 horas pos-inyeccion decreciendo posteriormente. La
inflamacion desarrollada en el punto de inoculacion, se caracteriza histolégicamente por

ser un infiltrado de células mononucleares (macréfagos y linfocitos) (Doherty et al.,
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1996). Los animales no sensibilizados a la tuberculina no presentan respuesta
inflamatoria local (De la Rua-Domenech et al., 2006).

Esta prueba diagndstica puede realizarse en la piel de la base de la cola (tuberculina
ano-caudal) o en el tercio medio del cuello (tuberculina cervical simple y cervical
comparativa). En todos los casos se requiere la medicion previa con calibres del grosor
de la piel en el sitio de aplicacion en forma previa y posterior a la aplicacion del

antigeno.

5-4-1-1 Tuberculina Ano-caudal (TAC) y Tuberculina Cervical Simple (TCS)

La primera de estas consiste en la aplicacion intradérmica de una dosis de 0,1 ml de
PPD bovina en la parte media del pliegue ano-caudal interno, mientra que la segunda la
inoculacion se realiza en la piel del tercio medio del cuello del animal. La lectura se
realiza palpando y midiendo el sitio de inoculacién a las 72 hs. (x 4-6 hs.) post-
inyeccion.

En Argentina, el Servicio Nacional de Santidad Animal (SENASA) establece a la TAC
como oficial para el control y erradicacion de la TBb de los rodeos bovinos (SENASA,
2012). En rodeos sin conocimiento del estatus sanitario se establece las siguientes
pautas para la lectura de la prueba:

Positivo: engrosamiento de la piel de 5 mm. 0 mas

Sospechoso: engrosamiento de 3 0 menos de 5 mm.

Negativo: engrosamiento menor a 3 mm.

En los rodeos con reaccionantes positivos en anteriores pruebas tuberculinicas o con
observacion de lesiones tuberculosas en necropsia, se debera repetir la TAC en todos los

animales del rodeo mayores a 3 meses. En este caso se consideran positivos las lecturas
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de los engrosamientos del pliegue ano-caudal por encima de los 3 mm. Los animales
considerados positivos tienen como Unico destino el envio a faena.

Actualmente en Argentina para que un rodeo pueda ser considerado libre de la
enfermedad, la totalidad de los animales mayores de 6 meses deberan resultar negativos

a dos pruebas de TAC consecutivas, con un intervalo de 60-90 dias (SENASA, 2012).

5-4-1-2 Tuberculina Cervical Comparativa (TCC)

Esta prueba consiste en la inoculacion simultanea de PPD bovina y PPD aviar (obtenida
de M. avium subsp) en el cuello del bovino, separando los punto de inoculacidon de cada
tuberculina por 12 cm. La lectura también se realiza a las 72 hs. Al establecer la
diferencia de espesor de la piel antes y después de las inoculaciones se determina la
respuesta a cada PPD. Se considera positiva a M. bovis cuando la diferencia del grosor
de la piel registrando en el sitio de inoculacién de la PPD bovina es mayor a 4 mm
respecto de la medida en el sitio de la PPD aviar. Las reacciones mayores de 2 mm. pero
inferiores a 4 mm consideran al animal como sospecho.

Esta prueba se utiliza para discriminar animales infectados por M. bovis, de aquellos
expuestos a organismos del complejo Mycobacteriun avium o a micobacterias

ambientales no patdgenas (Monaghan et al., 1994; Pollock et al., 2003).

5-4-1-3 Sensibilidad y Especificidad de las PT

La sensibilidad (SE) de una técnica diagndstica, es la habilidad de la prueba en detectar
un animal enfermo en una poblacion enferma. La especificidad (ES), es la habilidad de
detectar un animal sano en una poblacion sana (Tarabla, 2000).

El desarrollo de la HSR post-infeccion por M. bovis, conlleva un periodo de tiempo en

el cual la técnica no detecta al animal como infectado. Un estudio realizado con
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infecciones experimentales, indica a partir de la 3 semanas post-inoculacion los
animales comienzan a resultar positivos a la PT (Thom et al., 2006). Otra experiencia
estima que para la mayoria de los bovinos este periodo ocurre entre las 3 y 6 semanas
pos-infeccion (Morrison et al., 2000, citado por De la Rua-Domenech, et al., 2006).

Una revision de la SE para la TAC realizada por De la Rua-Domenech y col (2006)
determin6 que los valores variaron entre el 63 y 100%, con una media de 84%. En
Argentina un Unico trabajo determiné sensibilidad para la TAC y para la TCS, siendo
los valores de 79,2% y 85% respectivamente (Kantor et al., 1984)

Los animales verdaderamente enfermos no detectados como positivos por la prueba, se
los considera como falsos negativos. Causas inherentes al hospedador, a la PPD y
factores relacionados al método de administracion de la prueba, suelen ser los
responsables de estos falsos negativos (Monaghan et al., 1994; Thom et al., 2006).
Respecto a la ES de la prueba, De la Rua-Domenech y col.(2006) cita valores del 75%
al 99% con una media del 96,8%. Si bien estos valores se acercan bastante al ideal del
100%, factores diversos hacen que algunos animales reaccionen, resultando ser falsos
positivos. Las causas de que ello ocurra puede ser la exposicion a bacterias del MAC, a
micobacterias ambientales y atipicas, otras bacterias como Nocardia spp, infeccion por
M. tuberculosis (bacilo humano de la TB) y por utilizacion de vacuna contra
enfermedad de Johne’s o en casos experimentales con BCG (Monaghan et al., 1994; De
la Rua-Domenech, et al.2006).

La prueba cervical comparativa presenta valores medios de SE del 80 al 93,5% y una

ES del 99.5% (De la Rua-Domenech et al.2006).

5-4-2 Test de Gamma Interferon (y —IFN)
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El y —IFN es una citoquina (mensajero inmunolégico) producida por los linfocitos T
luego de su estimulacion antigénica. La prueba fue desarrollada y oficialmente
acreditada en 1991 en Australia, para ser utilizada en paralelo con la TAC (Wood and
Jones, 2001). La técnica tiene dos etapas, la primera de ellas consiste en obtener sangre
heparinizada de los bovinos y llevarla al laboratorio en forma inmediata. Alli alicuotas
de esta sangre es puesta en contacto con PPD bovina, PPD aviar y un control negativo
durante 24 hs. La segunda etapa comienza cuando se recoge el plasma sobrenadante
para evaluar la presencia de y —IFN, a través de una técnica de ELISA. El resultado se
interpreta como positivo cuando los linfocitos de un bovino infectado, producen mas vy
—IFN luego de la estimulacion con PPD bovina que con la PPD aviar.

Esta prueba fue evaluada en varios paises estableciéndose una media de 87,6% para la
SE y de 96,6% para la ES (De la Rua-Domenech et al., 2006).

La prueba reconoce méas tempranamente a un animal infectado que la PT, no altera la
respuesta inmune del animal, requiere solo un encierro del rodeo, reduce los errores de
trabajo a campo que existen con la PT y aumenta la objetividad de los resultados al ser
obtenidos en laboratorio y bajo normas estandarizadas (De la Rua-Domenech, et al.,
2006).

Una variante de esta prueba es el reemplazo de la PPD bovina y aviar por antigenos
especificos del complejo M. tuberculosis, a fin de aumentar sus especificidad o poder
diferenciar animales infectados con M. bovis de aquellos vacunados con BCG Pollock
(2000), Vordermeier (2001) y Buddle (2001 y 2003), citados por Buddle et al., 2009)

El uso de un pool de los péptidos compuestos por las proteinas ESAT-6 y CFP10
derivadas de M. bovis, disminuyo los falsos positivos del 26% al 7% en una poblacion

de 72 individuos sobre la técnica estandarte (Buddle et al, 2003).

23



5-4-3 Pruebas Seroldgicas

La infeccion por M. bovis generalmente produce respuesta de anticuerpos en los estados
finales de la enfermedad, estando la primer parte del proceso dominado por la respuesta
mediada por células. Cuando ésta disminuye da lugar a estados de anergia, donde solo
persiste la respuesta de anticuerpos (Ritaco et al, 1991; Pollock and Neill 2002). Se han
realizado numerosos intentos para desarrollar pruebas seroldgicas a fin determinar la
infeccion por M. bovis en bovinos, pero la SE de las mismas resultaron bajas (De la
Rua-Domenech et al., 2006).

Pruebas seroldgicas basadas en detectar anticuerpos contra antigenos especificos como
ESAT-6, los cuales se producen en los estados iniciales de la infeccion, han mejorado la
sensibilidad del test seroldgico (Lyashchenko et al., 2004). Un trabajo recientemente
publicado, ha desarrollado una prueba serologica de tipo “multiplex chemiluminescent”
que es capaz de reconocer anticuerpos en sueros de bovinos como respuesta a 25
antigenos de micobacterias con SE del 93,1% y una ES del 98,4%. (Whelan et al.,

2008).

5-4-4 Prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Tipificacion por
Técnicas Moleculares

La PCR se presenta con un amplio potencial para determinar la presencia de
microorganismos en un abanico de muestras como tejidos de animales, mucus nasal,
leche, sangre, materia fecal y forrajes. La capacidad de poder amplificar fragmentos
especificos del ADN bacteriano sobre estos materiales le otorgan ventajas desde el
punto de vista de la sensibilidad, rapidez y flexibilidad, por no requerir la viabilidad de
los microorganismos. Sin embargo esta técnica no supera al cultivo en medios

bacterioldgicos en términos de sensibilidad, especificidad y confiabilidad (De la Rua-
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Domenech et al., 2006). Sus limitaciones son la frecuente baja cantidad de bacilos en
las muestras, la eliminacién intermitente de los mismos, la ineficiencia en la extraccion
del ADN o la presencia de inhibidores de PCR en la muestra. Sin embargo la PCR y sus
métodos complementarios, brindan un valioso aporte en la identificacion de las
diferentes especies de micobacterias y entre sus cepas. Las micobacterias al igual que
otras bacterias, contienen secuencias repetidas de ADN en su cromosoma. Estas
secuencias de insercion son Unicas de especie, otras lo son para el tipo dentro de la
especie y algunas para determinadas cepas. La secuencia de insercion mas utilizada en
la deteccion de las micobacterias del Complejo Mycobacterium tuberculosis, en
muestras bioldgicas o en cultivos son las fracciones 1S6110 e 1S1081. El nimero de
copias de este fragmento del ADN bacteriano varia segin las especies. En M.
tuberculosis existen multiples copias del primero, pero en el M. bovis solo se encuentran
algunas pocas o tan solo una de ellas (Butcher et al., 1996). En la mayoria de los
aislamientos de M. bovis realizados en Argentina, 1S6110 se encuentra como copia
Unica mientras que 1S1081 en multiples copias. Sin embargo se obtiene mayor
sensibilidad y reproductividad en las pruebas de PCR con la secuencia 1S6110 (Jorge et
al., 2005; Zumarraga et al., 2005 ).

Entre las distintas técnicas de tipificacion molecular basadas en PCR se encuentra el
Spoligotyping (Tipeo con Oligonucleétidos Espaciadores). Se caracteriza por permitir la
diferenciacion intra e inter especie de las micobacterias que integran el Complejo M.
tuberculosis (Kamerbeek, et al., 1997). Esta técnica de hibridaciéon reversa permite
detectar el polimorfismo de la region de Repeticiones Directas (DR) del complejo M.
tuberculosis (Kamerbeek, et al., 1997). Esta se constituye de multiples secuencias
repetitivas directas de 36 pares de bases (pb), intercaladas por secuencias polimdrficas

denominadas “espaciadores” cuya longitud varia entre 35 y 41 pb. Por lo general los
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espaciadores se encuentran una sola vez en le genoma de la micobacteria, aunque si se
repiten pueden estar en forma consecutiva (Caimi et al., 2001), o separados por uno o
varios DR y espaciadores (Kamerbeek, et al., 1997). Si bien fueron detectados 94
espaciadores diferentes, los oligonucleotidos espaciadores utilizados ordinariamente en
la técnica son 43 (Kamerbeek, et al., 1997). El elemento de insercion 1S6110 se localiza
entre los espaciadores 25 y 26 (Kamerbeek et al., 1997). En M. bovis el mayor grado de
polimorfismo se observa entre los espaciadores 1 y 25, contrariamente a lo que ocurre
entre los espaciadores 26 y 43 que representan a una region mas conservada del
genoma. EIl polimorfismo de la region DR, se debe principalmente a deleciones por
recombinaciones homoélogas entre DR adyacentes o distantes, duplicaciones de unidades
DR durante la replicaciéon del ADN vy transposiciones de la secuencia de insercion
1S6110 (Groenen et al., 1993 ; van der Zanden et al., 2002; Warren et al., 2002).

El Spoligotyping permite la adecuada identificacion y diferenciacion de las
micobacterias que integran el CMT (Erler, et al., 2004). M. bovis, se caracteriza por la
ausencia de los espaciadores 3, 9, 16 y 39-43 (Caimi, et al., 2001; Zumarraga, et al.,
1999). En Argentina la aplicacion de esta técnica sobre aislamientos de M. bovis
obtenidos principalmente en bovinos, permiti6 relacionar la transmisién activa de la
enfermedad en grandes agrupamientos (Zumarraga, et al., 1999).

Para la deteccion de transmision reciente y deteccion de clones deben utilizarse
complementariamente otros marcadores moleculares més discriminativos como las
Repeticiones en Tandem en Numero Variable (VNTRs) (Supply et al., 2000).

Por otra parte, los métodos tradicionales de tipificacion molecular como el
Polimorfismo en Tamafio de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) fueron siendo
desplazados por aquellos basados en PCR, debido a las ventajas que éstos presentan.

5-4-5 Otros Métodos de diagndstico
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La técnica de luz polarizada (FPA) fue utilizada para reconocer la presencia de
anticuerpos derivados de la infeccion tuberculosa en sueros bovinos. Estos anticuerpos
estan dirigidos contra el antigeno MPB70, que se encuentra expresado tanto en M. bovis
BCG como cepas virulentas de M. bovis (Harboe and Nagai, 1984). Una evaluacion de
este método realizada en Canada arrojo valores de 92.9% de sensibilidad y de 98,3% de
especificidad (Surujballi et al; 2002). Sin embargo cuando esta técnica se utiliz en un
trabajo de campo su comportamiento no fue superior a la técnica de tuberculina
(Ngandolo et al.;2009)

Otro método que ha mostrado resultados promisorios para el diagnostico, es el uso de la
denominado “nariz electronica”, basado en el reconocimiento de compuestos organicos
volatiles (Fend et al., 2005; Fend et al., 2006). Sin embargo deberan realizarse

numerosos estudios para validar esta nueva técnica.

5-5-Implicancia de la fauna silvestre como fuente de infeccion del M. bovis

La infeccién por M. bovis fue detectada en animales silvestres en un amplio rango de
animales silvestres (Morris et al., 1994; O'Reilly and Darbon, 1995, de Lisle et al.,
2002) de regiones como América del Norte, Europa, Africa y Nueva Zelandia,
afectando distintas especies y con manifestaciones diferentes (Corner, 2006). La
enfermedad produce no solo un impacto sobre la fauna, sino que es un grave perjuicio
econémico por lo que significa la presencia de un reservorio para los animales
domeésticos que pueden entrar en contacto.

Las especies silvestres afectadas por M. bovis, pueden clasificarse de acuerdo a la

dindmica de la infeccion en hospedadores de mantenimiento o reservorios

(“maintenance hosts”) y en hospedadores finales (“spillover hosts”) (Morris et al.,

1994; de Lisle et al., 2002).
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El primer tipo mantiene por si solo la infeccion dentro de la especie y es fuente de
infeccion para otras. En el segundo la infeccién no persiste dentro de la especie,
necesitando del contagio por parte de otra especie para reinfectarse. Sin embargo este
hospedador puede transmitir la infeccion a otras especies de animales. Para determinar
si el control de una especie es necesario y predecir la probabilidad de la infeccion en
otras especies, es importante reconocer el tipo de hospedador. Debe considerarse que los
patrones epidemioldgicos cambian, siendo dindmica la relacion entre hospedador de

mantenimiento y hospedador diseminador (Delahay et al., 2002).

5-5-1 Factores que afectan la transmision
Los factores inherentes al animal y a la poblacion influencian la transmision dentro y
entre poblaciones de animales

Factores relevantes al animal: vias de ingreso, localizacién de lesiones, vias y niveles de

excrecion, via de ingreso més importante para las especies domésticas en riesgo y dosis
minima infectante de acuerdo a la via de ingreso.

Factores relevantes a la poblacién: el riesgo de transmisién depende del nimero de

animales infectados y del nimero de animales susceptibles en la poblacion. Cuanto son
capaces de infectar los individuos de una especie y si cumplen con las condiciones
necesarias para esto (Caley and Hone, citado por Corner 2006).

Para cada via de ingreso las situaciones pueden diferir, torndndose importante la
distancia entre tiempo y espacio, entre la fuente de infeccion y el animal susceptible.
Relacionados con el tiempo y espacio, esta la duracion de la interaccion entre infectado
y huésped susceptible, el efecto del tiempo sobre la viabilidad del bacilo excretado y la
supervivencia de este en el medio ambiente. Para una efectiva transmision el M. bovis

debe sobrevivir en el medio y en una cantidad suficiente de manera de poder infectar al
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huésped, esta supervivencia de los bacilos fuera del animal es importante en la duracion
del riesgo.

La alteracion del medio ambiente y el manejo poblacional de la fauna, pueden producir
alteraciones que lleven a introducir la enfermedad o exacerbar su presencia en los
animales silvestres. Estos cambios tienden a incrementar la interaccion entre los

animales silvestres y los animales domésticos, facilitando la transmisién (Corner, 2006).

5-5-2 Especies de animales silvestres infectados por M. bovis e involucrados en la
transmision a los bovinos.

5-5-2-1 Tejon — “European badger” (Meles meles).

Este mamifero de la familia Mustelidae se halla distribuido en gran parte de Europa.
Tienen una cabeza pequefia, 0jos pequefios, cuello corto y grueso, cuerpo en forma de
cufia que termina en una cola corta. Su talla media en los adultos de cabeza a cola es de
unos 75 cm y una cola de unos 15 cm. Su pelaje consta de pelos blancos y negros dando
una apariencia de gris a la distancia. En el pecho y garras delanteras su pelaje es negro y
su cabeza tiene prominentes rayas de pelo blanco y negro. El peso promedio varia de
acuerdo a la época del afio entre los 8 y 12 kg, lo cual hace del tejon un animal fornido
para su tamafio, dotado ademas de poderosas garras adaptadas a escarbar la tierra. Se
considera que poseen una expectativa de vida maxima de 14 afios, aunque muy pocos
ejemplares la alcanzan. Su fuente de alimento son las lombrices de tierra, pero puede
consumir una vasta variedad de alimentos como insectos, pequefios mamiferos, frutos,
pajaros y cereales. Se reproduce en verano y la gestacion dura entre 7-8 semanas,
naciendo las crias de enero a marzo en camadas de 2-5 crias. Los cachorros no son
totalmente independientes hasta cerca de las 15 semanas de vida. Sus habitos son

nocturnos y conforma grupos sociales que cohabitan en cuevas realizadas en el suelo.
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Estas cuevas poseen una red de tuneles que le sirven de refugio, lugar de cria y
reproduccidn. El tamafio de los grupos o colonias de tejones, varia entre los de dos a 23
individuos adultos, pero el nimero usual es seis. Estos grupos de tejones son
territoriales, variando la superficie de su area de dominio entre 30 y 150 ha. Estos
territorios lo delimitan realizando sus deposiciones en sitios puntuales considerados
como “letrinas” que sirven de demarcacion para otros grupos de tejones (The Mammals
Society, 2011, Badger at Animal Corner 2011 y Badger Trust 2011).

El primer aislamiento de M. bovis en tejones fue realizado en Suiza (Bouvier, 1963
citado por Gallagher and Clifton-Hadley 2000). Posteriormente aislamientos se
realizaron en Inglaterra e Irlanda (Muirhed et al., 1974 y Noonan et al., 1975, citados
por Gallagher and Clifton-Hadley, 2000). La realizacién de estudios con necropsias de
tejones donde se observaban lesiones y en algunos casos manifestaciones de
enfermedad (Barrow and Gallagher, 1981; Clifton-Hadley, et al. 1993) dio lugar a que
este animal fuera considerado como fuente de infeccion para los bovinos en Irlanda y el
Reino Unido. Esto produjo que durante la mitad de la década del 70 y mediados del los
90, se ejecuten matanzas para disminuir la presencia de tejones en areas rurales. La
disminucion de la poblacién de tejones fue efectiva para el control de la TB en los
bovinos (O Martin et al., 1998; Griffin et al., 2005). Sin embargo a pesar de estas
intervenciones la incidencia de TB en algunos rodeos bovinos continud elevada. Esto
origind la necesidad de revisar las acciones llevadas a cabo para controlar la
enfermedad. A fin de revisar los antecedentes de la TB en tejones, el gobierno del Reino
Unido solicito un informe a un comité de expertos independientes (Krebs Report 1997).
Algunas de las conclusiones mas importantes obtenidas por este grupo fue que si bien el
tejon es una fuente importante de infeccion para los bovinos, se debian rever las

acciones de exterminio, aconsejando la realizacién de estudios mas complejos para
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cuantificar el verdadero peso de la infeccion en los tejones y como fuente de infeccion
para los bovinos en ese pais (Krebs Report 1997). A consecuencia se ello se conformé
un grupo de trabajo (Independen Scientific Group on Cattle TB) cuyas conclusiones
mas importantes fueron: que los tejones eran una clara fuente de infeccién para los
bovinos y que la matanza selectiva de estos animales silvestres facilitaba el control de la
TB. No obstante en los lugares donde se llevaron a cabo estas acciones se observé que
algunos individuos migraban del area de exterminio hacia areas periféricas produciendo
la diseminacion de la enfermedad a nuevas poblaciones de tejones (Defra 2007). Otra de
las conclusiones fue que los bovinos, aln bajo regimenes de control, son una fuente
importante de infeccion, persistencia y diseminacion de la enfermedad (Defra 2007).

La TB en el tejon es primariamente una enfermedad respiratoria ya que entre el 50 y el
60 % de los animales con lesiones visibles (LV) muestran lesiones en pulmones y
nodulos linfaticos tordxicos y un 15 % presenta lesiones en la cabeza solamente
(Jenkins et al., 2008, Gallagher and Clifton-Hadley, 2000). La principal via de contagio
es la inhalacion de aerosoles que contienen el M. bovis (Corner et al., 2011). Una vez
establecida la bacteria en el pulmon se extiende a los nodulos linfaticos bronquiales y
mediastinicos y luego por sangre puede diseminarse a otros nédulos linfaticos y érganos
internos (Gallagher and Clifton-Hadley, 2000).

Otras vias de ingreso son las heridas provocadas por mordidas entre tejones donde la
infeccion ingresa por la saliva contaminada, el tracto digestivo a través de la ingestion
de alimentos contaminados por heces, orina, esputo o exudados de mordidas que
contengan el bacilo y finalmente las vias aéreas superiores a través de aerosoles de gran
tamafio (Corner et al., 2011). Ademas de la cavidad toraxica los sitios mas frecuentes de
localizacion de lesiones son el higado, el bazo y especialmente los rifiones, los cuales

aparentemente son afectados en forma secundaria por via hematdgena proveniente de
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las lesiones ubicadas en pulmones o de las heridas ocasionadas por mordidas (Clifton-
Hadley, et al. 1993).

Las caracteristicas de las lesiones pulmonares varian en un rango de uno o mas
tubérculos de 1-2 mm de diametro a patologias mas severas como la diseminacion
miliar que afecta a los I6bulos con caseificacion y consolidacion (Corner et al., 2011).
Los nodulos linfaticos del aparato respiratorio afectados se encuentran agrandados y
edematosos, pudiendo presentar lesiones tuberculosas de distinto tamafio y de color
amarillo palido, éareas blancas de caseificacion, siendo infrecuente la mineralizacion
(Nolan and Wilesmith, 1994). Iguales caracteristicas presentan las lesiones de cabeza y
los demas nédulos del cuerpo. Las lesiones en higado y bazo presentan la apariencia de
aserrin y las lesiones en el rifion adquieren una disposicion radial y alargada (Gallagher
and Clifton-Hadley, 2000).

Las lesiones por mordidas pueden comprender granulomas subcutineos cerrados,
abscesos que drenan a través de una pequefia herida, o amplias Ulceras abiertas sin pelo
de varios cm de diametro, que producen descargas de exudados (Corner, et al. 2011).
Los sitios anatdmicos con mayor presencia de estas lesiones son la grupa, cabeza y en
menor proporcion el torso. La presencia de lesiones en otros tejidos de la cabeza y
periferia puede ocurrir por la diseminacion a partir de las lesiones de piel a estos sitios y
por los nédulos linfaticos que drenan la zona (Jenkins, et al. 2008).

La lesion histopatoldgica en el tején se caracteriza por presentar en su inicio una
pequefia trama de células epiteliodes rodeadas por fibroblastos. A medida que aumenta
su tamafio aparece un centro necrdtico, donde pueden observarse los bacilos en el
citoplasma de los macro6fagos, ubicados estos muy cerca del centro necrético. Al
aumentar la severidad de la lesién, se incrementa el tamafio del granuloma, en cuyo

centro se relinen mas células epiteliodes, rodeadas por linfocitos con una infiltracion
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variable de neutrofilos y macréfagos, todo esto rodeado por una fina capa de
fibroblastos. La mineralizacién de las zonas de necrosis es infrecuente. Estas lesiones se
diferencian de las que presentan otras especies de animales, donde grandes éareas de
caseificacion son observadas, hay presencia de encapsulamiento, cavitacion,
organizacion en capas del granuloma y presencia de células Langhans (Corner, et al.
2011).

La distribucion de lesiones indica que el M. bovis puede ser excretado a través del
aparato respiratorio, digestivo, urinario y por exudados de lesiones localizadas en piel
(Gavier-Widen et al., 2001). Los niveles de excrecion del bacilo dependen del sitio de
localizacién de las lesiones y la severidad de las mismas. Solo se ha reportado la
eliminacion de M. bovis en estados avanzados de la enfermedad en estos animales,
Gallaher (1998) citado por Corner et al., 2011, reportd 105-10° UFC/ml en exudados
bronquiales, 10? -10° UFC/ml de orina y 10%-10° UFC/g de materia fecal (MF). El
mismo autor encontrd excrecion fecal en el 65% de los tejones que presentaban lesiones
visibles en pulmdn y estos animales no presentaron lesiones en el tracto digestivo, de
manera que los bacilos encontrados en MF debian provenir del tracto respiratorio.

Los estudios sobre la ocurrencia de la enfermedad en tejones fueron realizados en el
Reino Unido e Irlanda, evidenciaron indices de prevalencia fluctuantes entre el 2% al
15% de acuerdo a las series de afios en que se realizaron (Morris et al., 1994). Fue
recién en los Ultimos afios donde a consecuencia de las recomendaciones del comité de
expertos (Krebs Report, 1997) se realizaron en el Reino Unido trabajos que abarcaron
extensas zonas con alta prevalencia de infeccion, con muestreos seriales anuales y con
la misma metodologia de trabajo respecto a captura, necropsia, acondicionamiento y
procesado de muestras. En un estudio desarrollado entre los afios 1998 y 2005, se

procesaron 6.432 tejones adultos, de los cuales 1.020 (15,9 %) mostraron infeccion por
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M. bovis a través del aislamiento bacteriolégico o por la observacion de lesiones
histopatoldgicas. De este total de animales infectados se observé LV de tuberculosis en
393 (38%), representando este porcentajes solo el 6,1% del total de tejones adultos
muestreados. La cantidad de tejones juveniles que resultaron infectados fue de 146 (9%)
sobre 1.620 analizados, pero la proporcion de cachorros con LV fue del 55,5%,
notoriamente superior a la de los adultos, involucrando mayoritariamente el tracto
respiratorio y en menor proporcion los 6rganos abdominales y heridas por mordidas
(Jenkins et al., 2008). Generalmente los machos presentan mayor prevalencia de
infeccion que las hembras (Corner et al., 2008), pudiéndose atribuir a la diferente
conducta que hay entre los sexos, donde los machos estan mas comprometidos en la
defensa del terrictorio y por ello presentan conductas mas agresivas (Gallagher and
Clifton-Hadley, 2000).

El riesgo de transmision de la infeccion en los tejones, depende del grado de desarrollo
de la enfermedad, la ruta de excrecion, la via de exposicion, la cantidad de bacilos
excretados y la dosis minima infectante necesaria de acuerdo a la ruta de ingreso. Luego
de establecida la infeccion en el animal, el riesgo de transmisién aumenta por la
excrecion de aerosoles. El riesgo de eliminacion por otras vias aumenta a medida que la
infeccion progresa en aquellos individuos con estados muy avanzados de enfermedad.
Esta eliminacién aumenta el riesgo de infectar a través de la via digestiva. Las heridas
producidas por mordidas e infectadas con M. bovis, contaminan la saliva en el acto de
lamido y son una fuente de infeccién para otros individuos y para si mismo por la via
digestiva (Corner et al., 2011).

Dadas las caracteristicas del comportamiento de esta especie y del medio ambiente que
habitan, lo expuesto anteriormente explicaria el mantenimiento de la infeccion, pero

deja el interrogante si solo una pequefia parte de la poblacién de tejones que presenta
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importante desarrollo de lesiones, puede transmitir la enfermedad a los bovinos. Al
respecto Jenkins y col. (2008) sugiere que esta pequefia proporcion de tejones
severamente afectados, serian la base de la fuente de transmision a los bovinos, pero
deberian ser participes también una gran parte de tejones que presentan grados menores
de infeccion para que la enfermedad se difunda a estos animales (Jenkins et al., 2008).

La via de transmision mas probable de bovinos a tejones es la via aerdgena a través de
aerosoles, dado que las otras vias de excrecidn son muy infrecuentes en los bovinos. La
transmision de tejones a bovinos probablemente ocurra mas frecuentemente a través de
aerosoles, aunque también pude ocurrir por la ingestién de alimentos contaminados. Los
tejones en estado terminal excretan altas cantidades de aerosoles infectantes, de manera
que esta interaccion posee un alto riesgo de transmision para lo bovinos (Corner, 2006).
Los animales vivos son los Unicos que pueden producir estos aerosoles infectantes y
para que ello ocurra tanto los tejones como los bovinos tienen que estar en estrecho
contacto al momento que los aerosoles son expedidos (Corner et al., 2011). La actividad
de pastoreo por parte de bovinos en areas rurales, permite la interaccion entre estas
especies. También se conoce que los tejones suelen invadir instalaciones destinadas al
ganado bovino en busca de alimento, brindando la oportunidad de entrar en estrecho
contacto con este. Esto se puede potenciar si ese contacto se produce por prolongados
periodos de tiempo (Corner, 2006). Los bovinos generalmente rechazan pastorear areas
contaminadas con MF y orina de tejones hasta varios dias después de su deposicion. Sin
embargo esta selectividad se puede perder cuando la oferta de forraje decrece (Benhanm
and Broom 1991, citados por Gallagher and Clifton-Hadley, 2000). Los tejones con
estados avanzados de la enfermedad suelen cambiar su comportamiento, comenzando a
ser activos en horarios diurnos y perdiendo su miedo a los bovinos y humanos

(Muirhead, 1974 citado por Corner, 2006).
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Como consecuencia de la magnitud de la infeccion en los tejones fueron investigadas
otras especies de la fauna en el Reino Unido, para conocer su estado respecto a la
infeccion por M. bovis, (Delahay et al., 2002; Delahay et al., 2007). En estos trabajos se
reconocen los aislamientos del bacilo en ciervos dama (Dama dama), sika (Cervus
nippon), corzuela (Capreolus capreolus), muntjac (Muntiacus reevesi), rojo (Cervus
elaphus), zorros (Vulpes vulpes), hurén (Mustela furo), rata (Rattus novegicus), topo
(Talpa europea), gatos domésticos (Felis domesticus), vison (Mustela vison), pequefios
ratones como Clethrionomys spp., Microtus spp., Apodemus spp., Mus. y musarafia
(Sorex araneus). Excepto los ciervos, gatos y en muy baja proporcion los zorros y
mustelidos, no se observaron LV en el resto de las especies. El aislamiento de M. bovis
con iguales spoligotipos en diferentes especies, demostré la transmision entre estas pero
sin poder especular en que direccion. La frecuencia de los aislamientos de estos
spoligotipos se corresponde con los aislados previamente en bovinos y tejones en las
zonas investigadas (Delahay et al., 2007). Los ciervos del Reino Unido pueden
transformarse en un riesgo de transmision de M. bovis para los bovinos, dependiendo de
la densidad poblacional en areas puntuales. Si bien ain no es claro el rol de zorros y
mustélidos en la transmision, el desarrollo infrecuente de patologia sugeriria que estas
especies son poco probables de presentar un riesgo importante para los bovinos
(Delahay, et al.2002).

Los tejones son los hospedadores ideales para M. bovis, la infeccion es endémica en su
poblacién, la enfermedad mata muy pocos individuos, no siendo significativa para
densidad poblacional, ni para la estructura social de las comunidades. Los tejones con
franca enfermedad pueden sobrevivir largos periodos de tiempo y la mayoria de los
infectados permanecen clinicamente saludables mientras que una alta proporcion de los

infectados tiene infecciones latentes. Asimismo las hembras tuberculosas pueden
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producir cachorros (Corner et al., 2011). Se estima que existe aproximadamente una
poblacién de 300.000 tejones en el Reino Unido y unos 250.000 en Irlanda, pereciendo
anualmente en accidentes de transito casi la sexta parte de ellos (Badger at Animal

Corner, 2011).

5-5-2-2 Comadreja cola de cepillo — “Brush-tailed possum” - (Trichosurus
vulpecula)

Este marsupial originario de Australia se encuentra principalmente en areas forestadas o
boscosas, plantaciones de pinos o eucaliptos, areas semiaridas e incluso parques y
jardines urbanos. Tiene un cuerpo de unos 32 a 58 cm de longitud y una cola de 24 a 35
cm de largo. La piel esta cubierta densamente de pelos cortos cuyo color varia de
acuerdo al habitat. Existiendo varias subespecies predomina el color de pelo gris en casi
todas, pero una T.v. fuliginosus tiene una coloracion negra. Se destaca su larga cola que
es prensil en su punta y le permite sostenerse de ramas. Esta cola se encuentra cubierta
de pelo tupido que la da el nombre vulgar de comadreja cola de cepillo. Este animal
posee 0jos grandes y orejas largas terminadas en puntas y un hocico con pelos oscuros.
Sus miembros anteriores poseen una garra de cinco dedos finos y en sus miembros
posteriores poseen un primer dedo que le permite un buen sostenimiento de la
vegetacion. Los machos son de mayor tamafio que las hembras que tienen en la parte
ventral de su abdomen una bolsa donde se alojan la cria luego de una gestacion de unos
16-18 dias. La época de procreacion es en primavera y otofio y en algunas ocasiones las
hembras pueden criar en ambas estaciones, naciendo una sola cria que permanece en la
bolsa sin emerger hasta los 4 meses de vida. El destete se produce a los 6 meses y los
individuos juveniles permanecen en la colonia hasta que se dispersan entre los 8 a 18

meses. Las hembras pueden gestar a partir de los 12 meses de edad y los machos

37



adquieren la madurez recién a los 2 afios. Son fundamentalmente solitarios y delimitan
su territorio a través de la secrecion de las glandulas anales y por el uso de unas
glandulas que tienen en la piel de la porcion ventral del pecho. Se pasan el dia
escondidos en huecos de arboles, cuevas entre arbustos y malezas u hoyos en el suelo
cubiertos por vegetacion. Existe una dominancia de las hembras adultas sobre las
hembras jovenes que permanecen en cercania de los refugios de las mayores. Se
alimentan de hojas, brotes y flores de &rboles, aunque pueden consumir insectos, huevos
y pichones de péjaros. Su vida media puede alcanzar los 7 afios en la naturaleza y los
rangos de mortalidad son del 75% en los menores de un afio y del 20% en la edad
madura (Animaldiversity, 2011; Arkive, 2011).

Desde principio de 1940 se conoce en Nueva Zelandia que la comadreja es susceptible a
TB, pero no fue hasta 1950-1960 que la infeccion se establecié en la poblacién de esta
especie, siendo descripta por primera vez en 1967. No obstante fue recién a partir de
1970 que comenzd a reconocerse como hospedador de mantenimiento en este pais, a
pesar de encontrarse libre de la infeccidn en su pais de origen, Australia (Morris et al.,
1994).

La ausencia de predadores naturales y la oferta de abundante alimento hicieron que su
nimero aumentase a tal punto que la poblacion de comadrejas ocupase mas del 90% de
la superficie de Nueva Zelandia, con una poblacion estimada en 60-70 millones de
individuos. La densidad estimada en algunas &reas de este pais ronda actualmente los
1,5 a 25 individuos por hectérea, lo cual es 20 veces superior a observada en Australia
(O’ Neill and Pharo 1995, citado por Palmer 2007).

El primer caso reportado de infeccion por M. bovis en comadrejas salvajes fue en 1967
(Ekdahhl., 1970, citado por Palmer 2007). La evidencia epidemiol6gica que unia estos

animales tuberculosos con los bovinos fue comunicado por Collins y col (1988) citado

38



por Palmer, (2007). Trabajos posteriores relevaron prevalencias de infeccion
tuberculosa en possum del 53 % en algunas areas de Nueva Zelandia (Coleman et al.,
1994). Otro estudio demostraba prevalencias por observacion de lesiones con medias
del orden del 5%, con variaciones estacionales del 2 al 10% (Morris et al., 1994).

Las lesiones tuberculosas se ubican en el tracto respiratorio en el 55 al 70% de los
animales afectados. Otro sitio de localizacion frecuente son los nédulos linfaticos
superficiales, que producen descargas en forma intermitente o continua a través de
senos en la piel (Morris et al., 1994). Las lesiones pulmonares suelen ser extensas,
variando desde formas miliares hasta grandes nodulos, proveyendo una amplia
oportunidad de excrecién por esta via en muchos de estos animales infectados (O’
Really and Darbon, 1995). En la comadreja esta infeccion no produce el desarrollo de
capsula fibrosa que rodea la lesién, su centro necrético esta compuesto por un exudado
semiliquido de color verdoso que pueden descargar al exterior. Estas lesiones son
consistentes con una pobre respuesta del huésped al proceso de la enfermedad (Morris
et al., 1994). Esto es semejante a lo observado en los tejones donde la fibrosis es escasa
o nula y la mineralizacién es raramente observada, dando una apariencia de absceso
piégeno producido por bacterias tipo Corynebacterium (de Lisle et al., 2002). La lesion
histopatoldgica se caracteriza por una zona central necrética con una limitada reaccion
de macréfagos mezclados con linfocitos y neutrofilos, la presencia de numerosos
bacilos puede observarse en el centro necrotico y en el interior de los macrofagos y
células gigantes que bordean esta area (Buddle et al., 1994).

En inoculaciones experimentales de comadrejas, se comprob6 la excrecion urinaria y en
materia fecal (Corner and Presidente, 1981) pero ambas vias no parecen ser de

importancia bajo las condiciones de campo (Morris et al., 1994).
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Las dos mayores vias de contagio entre possum son la pseudo-vertical (Pfeiffer et al.,
1995, citado por Coleman y Cooke, 2001) y la horizontal (Morris et al., 1994). La
primera ocurre por el estrecho contacto madre-cria que se produce al completar gran
parte de su desarrollo en la bolsa de este marsupial. El contagio puede ocurrir a través
del tracto respiratorio, la leche o las descargas de nddulos linfaticos abscedados. La
transmision horizontal ocurre en las actividades de reproduccion, las peleas entre
machos, la cohabitacion en cuevas o escondites y el acicalamiento entre individuos. La
dispersion de la enfermedad a otros grupos podria deberse a la dispersion de los machos
jovenes o a la relocalizacion de machos adultos.

La transmision entre comadrejas puede ser compleja y envuelve el estatus social del
individuo dentro de la colonia. Las comadrejas naturalmente infectados suelen ser
individuos prominentes o centrales en la jerarquia social (Palmer, 2007). El momento en
que la infeccién se transforma en enfermedad clinica en estos animales suele ser muy
variable y estd fuertemente influenciado por la severidad del medio ambiente, clima y
otras situaciones estresantes (Morris et al., 1994).

Las comadrejas en los estadios finales de la enfermedad alteran su comportamiento
presentado actividad diurna y mostrandose torpes en su desplazamientos. Esto llama la
atencion a bovinos y ciervos que exhiben interés por este comportamiento anormal,
llegando a entrar en estrecho contacto con ellos, pudiendo olfatearlos, lamerlos,
tocarlos, mordisquearlos, hacerlos rodar y hasta agredirlos con patadas. Este
comportamiento de bovinos y ciervos es caracteristico de los individuos dominantes en
sus rodeos (Paterson and Morris, 1995; Sauter and Morris 1995). Los cadéveres de
comadrejas muertas por TB pueden servir de fuente de infeccion para otras especies
silvestres que tienen como habito consumir carrofia como los hurones, los cerdos

salvajes y los armifios (Morris et al., 1994).
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La manera que los bovinos pueden transmitir esta enfermedad a las comadrejas y a otros
animales silvestres en Nueva Zelandia es desconocida aunque se ha documentado a
través del uso de video cdmaras que las comadrejas pueden alimentarse de desechos de
ciervos que son dejados por cazadores Nungent 2000 citado por Coleman and Cooke,
2001).

Otras especies silvestres, la mayoria de estas introducidas en Nueva Zelandia, fueron
también investigadas sobre su estado referente a la infeccion por M. bovis. Estos
trabajos fueron revisados por Morris y col. 1994, Coleman y Cooke, 2001 y Corner,
2006, registrandose como potenciales hospedadores por haberse aislado M. bovis en
erizo, conejo, liebre, armifio, hurén, ciervo colorado, ciervo sika, ciervo dama, ademas
de bovinos, cabras, ovejas, cerdos y gatos en estado silvestre. De este listado se
consideran verdaderos hospedadores de mantenimiento ademas del possum al ciervo y
bajo ciertas circunstancias al hurén. En esta Ultima especie la infeccion parece estar
relacionada a la alta infeccion de los possums, de los cuales son predadores debido a la
elevada poblacién de estos dltimos en el medio que comparten. La mayoria de las
lesiones en hurones se encuentran en nédulos linfaticos de mesenterio, consistente con
la via digestiva como ingreso (Lugton et al., 1997a). Un nimero bajo de hurones puede
excretar M. bovis por via oral, lo cual limitaria la transmisién horizontal entre hurones
solamente a través de las mordeduras (Lugton et al., 1997b). El riesgo de transmision de
los hurones a los bovinos parece ser poca, debido a la baja excrecion de bacilos por
parte de estos y al infrecuente contacto entre estas especies en el medio ambiente para
que ocurra por la via aerdgena (Corner, 2006).

Las diferentes especies de ciervos en estado silvestre adquieren la infeccién a través del
contacto directo con possum (Sauter and Morris 1995) y cuando el ndmero de

marsupiales afectados disminuye artificialmente, decrece en forma constante los niveles
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de infeccidn en la poblacién de ciervos (Coleman and Cooke, 2001). La transmision de
ciervos a bovinos es un raro evento, aunque se ha sugerido que la introduccion de
ciervos silvestres capturados en diferentes partes de Nueva Zelandia e introducidos a
granjas con fines de cria, fueron los responsables de la aparicion de la enfermedad en
rodeos que antes estaban libres de la misma (Morris et al., 1994). La costumbre de
cazadores de ciervos de eviscerar los animales cazados y abandonar estos despojos en el
campo favorece la transmision entre los ciervos y posum en Nueva Zelandia (O’Reilly
and Daborn, 1995). Los ciervos silvestres en Nueva Zelandia pueden actuar cono
reservorios de mantenimiento Unicamente en &reas de alta densidad de poblacion. En
estado silvestre su responsabilidad es como amplificador de la infeccion, es decir que es
capaz de incrementar la prevalencia en el ganado o en otros animales silvestres
(Coleman and Cooke, 2001).

Las comadrejas son consideradas plaga en Nueva Zelandia. Se estima que estos
animales consumen 21.000 toneladas de vegetacion verde y frutos por noche. Al ser
omnivoros pueden consumir pichones y huevos de pajaros e insectos. Su remocion del
ecosistema no tiene la resistencia por parte de la sociedad, como ocurre en otras partes
del mundo con la fauna silvestre infectada por M. bovis. El control a través de cebos en
base a monofluoracetato de sodio, hizo decrecer la poblacion de comadrejas y
disminuyo la prevalencia de TB en los bovinos. El extermino total de esta especie es un
hecho impracticable, sugiriéndose que lo mas promisorio a largo plazo seria el
desarrollo de una vacuna para estos animales junto con su control biolégico (Palmer,
2007).

5-5-2-3 Ciervo de cola blanca-“white-tailed deer” (Odocoileus virginianus) en

Michigan (EEUU).
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El ciervo de cola blanca habita en el sur de Canad4, en casi todos los estados de EEUU
excepto los del sur oeste, México, América Central y América del Sur hasta Bolivia.
Existiendo treinta y ocho subespecies de acuerdo a las zonas que ocupa en su extendido
habitat. La talla de estos ciervos en EEUU es mediana, pudiendo pesar los machos
adultos entre los 70 y 140 kg y las hembras 40 a 90 kg. Su color es marrdn tostado en
verano, tendiendo al grisaceo en el invierno. Posee partes blancas alrededor de los ojos
y el hocico, en la parte ventral del cuerpo y en la cola. Los machos poseen cornamenta,
que crece todo el afio perdiéndola en el invierno. Viven en grupos familiares
compuestos por hembras y sus crias. Los machos forman grupos de pocos individuos
transformandose en solitarios hasta la época de monta. Su alimento son los pastos
naturales, los frutos, los brotes y el follaje de los bosques, pudiendo invadir cultivos de
maiz, sorgo y pasturas para bovinos. Se alimentan durante las primeras horas de luz del
dia y el creplsculo. Las hembras desarrollan una gestacion de aproximadamente 6
meses, pudiendo parir de una a tres crias. La madurez sexual ocurre al afio de vida en
las hembras y a los 18 meses en los machos. Sus predadores naturales son los lobos, los
0s0s, los coyotes y gatos de monte (Dewey and Animal Diversity Web Staff 2003).

M. bovis ha sido aislado de una amplia gama de especies de ciervos en estado salvaje
como el axis (Axis axis), el dama (Dama dama), el sika (Cervus nippon), el mula
(Odocoelius hemionus), ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus), la corzuela
(Capreolus capreolus), el colorado (Cervus elephus) y una subespecie de este ultimo el
elk o ciervo canadiense (Cervus elephus/canadensis) en una gran cantidad de paises
(EEUU, Australia, Irlanda, Nueva Zelandia, Suiza, Japén, Canada, Inglaterra, Hungria y
Dinamarca) (Griffin and Mackintosh 2000). En Nueva Zelandia la infeccion en ciervos

silvestres ocurre por compartir areas donde las comadrejas se encuentran infectadas y
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luego de adquirir la infeccidn a través de sus movimientos pueden llevarla a otros sitios
donde las comadrejas no presentan la infeccion.

La presencia de la enfermedad en granjas dedicadas a la explotacion de ciervos fue
resumida por O’Reilly and Daborn, 1995, quienes citan numerosos trabajos que
reportan la ocurrencia de brotes de TB en varias partes del mundo.

Los ciervos se transforman en hospedadores de mantenimiento de M. bovis cuando la
densidad de la poblacién afectada se incrementa a niveles semejantes a las granjas de
cria, situacion que dificilmente se alcance en la naturaleza (Coleman and Cooke2001).
El ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus) en el estado de Michigan (EEUU) es
un buen ejemplo. En 1995 se reconoci6 una epidemia de TB en su poblacion autoctona
(Schmitt et al., 1997), una afio después que el estado adquiriera el estatus libre de TB en
el ganado bovino (Corner, 2006). Las teoria propuesta para explicar esta ocurrencia son
la alta densidad poblacional de ciervos que se alcanzaron en este estado, producto de
précticas como el cebado y la alimentacion de los ciervos, debido al enorme interés que
tiene en la poblacion el desarrollo de las actividades de caza (Schmitt et al., 2002). La
importancia de la actividad de la caza deportiva de este ciervo en la economia del estado
de Michigan fue cuantificada por el Departamento del Interior de EEUU en el afio 2001.
Esta actividad generd en ese afio mas de 506 millones de dolares (O Brien et al., 2006).
Este aumento de la poblacion de ciervos hizo que la receptividad del medio ambiente
fuera superada, haciéndose necesario la suplementacion de los animales durante el
invierno (O’Brien et al., 2002). Como consecuencia se produjo el agrupamiento de
ciervos en torno a los sitios de alimentacion, favoreciendo de este modo la transmision
por aerosoles (Schmitt et al., 1997). Estos cambios en el manejo de los ciervos silvestres

produjo que su poblacion se duplicara en unos 40 afios (O'Brien et al., 2002). La
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transmision oral también puede ocurrir al verse facilitada la contaminacion del alimento
que se ofrece en este tipo actividad (Corner, 2006).

Se considera que los ciervos fueron responsables de la ocurrencia de brotes de la
enfermedad en 13 rodeos bovinos de carne y en dos de leche, actualmente se considera
que cinco condados del estado de Michigan presentan infeccion en sus ciervos (Schmitt,
etal., 2002).

El origen de la infeccion de M. bovis en los ciervos de Michigan se ha asociado al
ganado bovino que en décadas anteriores presentaban niveles de infeccion muy
elevados en ese pais (Schmitt et al., 1997). Los sitios de localizacion de las lesiones
tuberculosas en estos ciervos son principalmente las via respiratorias superiores como
inferiores y los nodulos linfaticos de la cabeza, especialmente los retrofaringeos
(O’Brien et al., 2001). Los ganglios afectados estan aumentados de tamafio con un
contenido purulento de color amarillo-verdoso, siendo poco frecuente la presencia de
granulomas caseosos con pus y textura arenosa. La observacion microscopica de las
lesiones presenta un centro con necrosis coagulativa rodeada de macréfagos, linfocitos y
un namero variable de células de Langhans y células gigantes multinucleadas. La zona
necrética puede presentar algunas areas parciales de mineralizacion y la presencia de
bacilos suele ser en bajo niumero, estando frecuentemente localizados en el interior de
los macréfagos o en la zona de necrosis. La lesion se ve rodeada de una pared de tejido
conectivo fibroso (Schmitt et al., 1997, de Lisle et al., 2002).

La presencia de la enfermedad en este ciervo nativo, hizo investigar si el M. bovis podia
estar en otras especies con las cuales comparte su habitad en el estado de Michigan,
lograndose aislar M. bovis en el coyote (Canis latrans), lince (Felis rufus), el zorro
comun (Vulpes vulpes), el zorro gris (Urocyon cinereoargenteus), el 0so negro (Ursus

americanus), la comadreja (Didelphis virginiana) y el mapache (Procyon lotor)
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(Bruning-Fann et al., 2001 y 1998) y (Witmer et al., 2010). Estos animales son
considerados como hospedadores diseminadores y no reservorios. Sin embargo se
considera que estas especies silvestres deberian ser eliminadas en los casos de
establecimientos bovinos afectados por tuberculosis y en proceso de despoblamiento y
desinfeccion, dada la larga expectativa de vida de algunos, sus habitos de frecuentar
establos y las posibilidades de excretar la bacteria (Witmer et al., 2010).

La disminucién de la poblacion de ciervos fue puesta en practica por el gobierno del
estado de Michigan con medidas como el incremento del nimero de ejemplares que se
podian abatir anualmente por parte de los cazadores deportivos y con la prohibicion de
las préacticas de alimentacion y cebado de ciervos. Esto produjo el descenso de la
prevalencia aparente en la poblacidn de ciervos desde los 4.9% del afio 1995 al 1,7 en el

2004 (O’Brien et al., 2006).

5-5-2-4 Bufalo africano (Syncerus caffer caffer)

Existen dos tipos de bufalo africano, el grande y de pelaje oscuro de las savanas o
bufalo del Cabo (Syncerus caffer caffer) y el mas pequefio de pelaje rojizo de la selva
(Syncerus caffer nanus), ambos son encontrados al sur de Sahara. En Sudéfrica el bufalo
africano (Syncerus caffer caffer) es considerado como hospedador de mantenimiento de
M. bovis. La infeccion fue detectada en los afios noventa dentro del Parque Nacional
Kruger (PNK) donde esta especie nativa habita. (De Vos et al., 2001, Michel et al.,
2006). El origen de la misma se remonta al ingreso de bovinos a Sudéfrica, por parte de
colonizadores europeos en el siglo XIX (Renwick et al., 2006).

Estos rumiantes tienen un cuerpo en forma de tonel con un pecho ancho, patas cortas y
fuertes, una gran cabeza con un cuello corto y también grueso. Su pelaje es marrén muy

oscuro o negro, siendo los machos mas oscuros que las hembras, pudiendo alcanzar
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estos hasta un peso de 700-900 kg. Ambos sexos poseen astas que tienen forma de
gancho, son muy prominentes en los machos teniendo una base muy ancha a modo de
escudo, en las hembras los cuernos son més finos y cortos y no tienen desarrollado la
base. Estos animales habitan sabanas con bosques en mosaico, se alimentan de pastos,
hierbas y vegetacion que crece en las cercanias de los pantanos. Conforma rodeos que
contiene de 50 a 500 individuos, dentro de estos se conforman pequefios grupos sociales
como los compuestos por varias hembras adultas, sus hijas y los terneros. La union entre
las hembras es muy fuerte y esta cohesion brinda proteccion al grupo y a los recién
nacidos. Algunos machos adultos pueden estar asociados a estos grupos de hembras o
bien formar pequefios grupos de machos de igual edad, como lo hacen los machos
juveniles. La conformacion de rodeos de 2.000 o mas individuos generalmente es
temporaria y se debe al aporte de numerosos pequefios rodeos y bajo condiciones de
pastoreo muy favorable. Estos grupos tienden a no ser migratorios, variando su area de
pastoreo entre los 126 y 1.057 km? con densidades variables de menos de un individuo a
algo més de tres por km?. Esta densidad se ve aumentada hasta 18 animales por km?en
zona de buenas lluvias y con areas de pastoreo de 10 km?. El btfalo puede reproducirse
todo el afio pero los nacimientos tienden a ser estacionales cuando la lluvia es limitada.
La gestacion dura 340 dias aproximadamente, naciendo un solo ternero y el intervalo
entre partos normalmente suele ser de dos afios. El bdfalo africano mantiene una
relacion simbidtica con algunas especies de pajaros que se alimentan de los
ectoparasitos que atacan su piel. El hombre, el ledn y los cocodrilos son los predadores
mas importantes, pero estos ultimos solo atacan terneros y animales viejos
(Ultimateungulate, 2011).

La prevalencia de infeccion en bifalos en la reserva del PNK fue estimada en el 18,6 %

de los bufalos y el 63, 3% de los rodeos de esta especie (Rodwell et al., 2001).
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La enfermedad en el bufalo es crénica y subclinica, pudiendo llevar afios el desarrollo
de signos clinicos, caracterizandose el estadio terminal por la emaciacion. El tiempo
entre el inicio de la infeccion y la muerte es variable, debido que la respuesta
inmunitaria de cada animal, puede verse debilitada por el estrés, la edad avanzada y la
sequia (De Vos et al., 2001). Existe una fuerte correlacion entre el incremento de la
prevalencia de infeccién y la condicion corporal del rodeo de bdfalos. Esta asociacion es
més fuerte durante la estacién seca donde los rodeos afectados pierden condicion
corporal rdpidamente. Estos animales debilitados son presa facil de los depredadores
(Caron, 2003 citado por Michel et al., 2006).

El patron de lesiones observadas en esta especie sugiere que la via aerégena a través de
aerosoles es la via principal de transmision, la cual se ve facilitada por el caracter
gregario de los bufalos, haciéndolos un hospedador de mantenimiento ideal dentro del
ecosistema sudafricano (Renwick et al., 2006).

Entre los 3-6 meses luego de la infeccion, los bafalos desarrollan lesiones en nédulos
linfaticos de la cabeza, tonsilas, pulmén y ganglios linfaticos toraxicos. La infeccion
puede difundirse de estos sitios iniciales a drganos distales por via hematica o linfatica
(Renwick et al., 2006). Histologicamente la lesion presenta se pequefios signos de
encapsulamiento, lo cual sugiere que es un animal muy susceptible (De Vos et al.,
2001). Esta débil respuesta inmunitaria indicaria que el bufalo es un hospedador
reciente y en evolucion (Renwick et al., 2006).

La infeccion por M. bovis en esta especie dio lugar a que predadores naturales como el
lebn (Panthera leo), el chita o guepardo (Acinonyx jubatus) y el babuino (Papio
ursinus) adquieran también la infeccion en forma directa o indirecta (Keet et al., 1996),
La enfermedad fue reportada en otros animales como el leopardo (Panthera pardus), la

hiena (Crocuta crocuta), el facocero (Phacochoerus aethiopicus) y el gran kudi
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(Tragelaphus strepsiceros) (Renwick et al., 2006). Este Gltimo animal herbivoro, tiene
la particularidad que al desarrollarse la infeccion se afectan los nodulos de cabeza y del
cuello presentandose agrandados y con fistulas que drenan exudado, contaminando
pastos y vegetacion. De este modo el kudu es uno de los pocos animales en los cuales se
pueda diagnosticar la TB a distancia (Renwick et al., 2006).

Cepas de M. bovis que afectan bufalos fueron aisladas en algunos kudus, pero diferentes
genotipos de cepas se encontraron en un grupo de kudus en el PNK, lo que indicaria que
a pesar de ser susceptible al a las cepas dominantes de la infeccion, pueden mantener un
ciclo de infeccion separado, lo cual puede tener implicancias diferentes en su potencial
rol como huésped de mantenimiento (Keet et al.,2001).

Estas observaciones se corroboraron con un estudio posterior donde las cepas aisladas
de las especies afectadas en el PNK presentaba un mismo spoligotipo para el 73% de
ellas, siendo las restantes cepas (27%) variantes que corresponden a la cepa dominante.
La Unica variante en el patrdn de cepas fue aislada en un grupo de kudus, la cual no fue
hallada ni en bufalo ni otras especies, demostrando un comportamiento especifico de
especie, bastante avanzado en la interaccion entre patégeno y huésped (Michel et al.,
2009). Ambas especies son grandes herbivoros que viven en manadas de alta densidad
de individuos en la cual M. bovis puede persistir y mantenerse en estas especies sin
necesidad de otra fuente externa de infeccion (Renwick et al., 2006)

Consecuentemente la transmision entre bufalos y kudus ocurre y de ellos a los grandes
carnivoros por predacion, o bien en forma indirecta a través de otras especies que
pueden actuar como hospedadores intermediarios. Estos son a su vez presa de los
carnivoros mayores, lo cual impacta en forma exacerbada sobre estas Gltimas especies.
Esta situacion permitiria describir un modelo de transmision de multiples especies

(Renwick et al., 2006).
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5-5-2-5 Jabali europeo (Sus scrofa)

La distribucion historica de la especie abarca Europa, Asia y el norte de Africa, pero
actualmente se encuentra también en el continente americano, Australia, Nueva Zelanda
ademas de otras partes del mundo. Su presencia en lugares alejados de su distribucion
original, se debe a las introducciones que se han realizado en la mayor parte de los casos
de manera voluntaria. La especie muestra un marcado dimorfismo sexual, presentando
los machos mayores dimensiones que las hembras. Otros caracteres secundarios son
diferenciales como la presencia de caninos de mayores dimensiones, piel méas gruesa y
dura alrededor de la espalda, crin dorsal mas desarrollada y presencia de un pincel de
pelos que sefiala el emplazamiento del pene. El jabali adulto muestra una caracteristica
morfologia corporal alcanzando la méaxima altura en la regién de las extremidades
anteriores. El cuello es poco aparente, las orejas son pequefias y se mantienen erguidas a
diferencia de las del cerdo doméstico que son mayores y tienden a caer hacia adelante
Lo machos superan los 100 kg de peso, mientras que las hembras son méas pequefas
alcanzando el 80% del peso corporal de éstos. Posee un olfato muy desarrollado
teniendo una gran importancia en la exploracion del medio y en la comunicacion entre
individuos, asi como en la funcién defensiva, ya que en gran medida los peligros los
detectan con este sentido. La especie es prolifica basdndose en la precocidad a la que
alcanza la madurez sexual, su gestacién relativamente corta, y a la elevada cantidad de
crias por camada. La gestacion dura unos 120 dias, naciendo las crias completamente
cubiertas de pelo y con las capacidades locomotoras y de exploracion del medio
plenamente desarrolladas. La pubertad la alcanzan los machos a los 10 meses, aunque
hasta los 2 afios de vida no se encuentran en condiciones de competir por las hembras

adultas. Estas si pueden incorporarse a la etapa reproductiva entre los 8 y los 10 meses.
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La época de apareamiento es en el otofio y los nacimientos ocurren en primavera,
aunque los partos pueden producirse practicamente durante todo el afio.

La estructura social del jabali tiene como unidad bésica el grupo matriarcal, que se
compone de una o diversas hembras acompafiadas de sus jovenes. Estos ndcleos son
liderados por una hembra que establece una red de interrelaciones que facilitan el
desarrollo del proceso de aprendizaje de las camadas. Ademas de estos nicleos basicos
se constituyen también agregaciones de jovenes machos que abandonan sus grupos
matriarcales por la presién de machos adultos. Estos son solitarios durante la mayor
parte del afio, pero que se acercan a los grupos de hembras y crias durante el periodo de
celo. De habitos oportunistas y generalistas, el jabali tiene tendencia a alimentarse de
pocos elementos abundantes, digeribles y nutritivos. Esto unido a su gran plasticidad
ecoldgica, permite que utilice fuentes de alimento de lo mas diversas en funcién de su
disponibilidad. Se advierte también una elevada frecuencia de ingestion de materia
animal que, si bien es cuantitativamente poco significativa, parece constituir un
complemento nutricional indispensable. La especie ocasiona dafios a las zonas
agricolas, con especial preferencia por los cultivos de cereales, grano grueso y frutales.
El lobo (Canis lupus) es uno de los pocos predadores que tiene en su habitad europeo,
su longevidad en condiciones naturales alcanza como méximo los 13 afios: La actividad
cinegética es la responsable de la alta tasa de renovacion de las poblaciones y es
actualmente el factor de mortalidad més relevante. La especie ocasiona dafios a las
zonas agricolas, con especial preferencia por los cultivos de maiz, cereales y frutales.
Pareceria que el jabali no requiere actualmente de medidas de conservacion, sino que
mas bien corre el riesgo de acabar siendo considerado una especie plaga en muchas de
las zonas de su area de distribucion en la peninsula Ibérica y también en el Norte de

Africa. No obstante, existen aspectos que requieren atencién. Se aprecia una evidente
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contradiccidn entre las dinamicas expansivas de la especie y la proliferacion de granjas
destinadas a la cria de jabalies que luego son empleados para ser liberados en lugares
destinados a la actividad cinegética en algunas regiones de Espafia. También es de
destacar el aumento de los denominados cercones (superficies que no suelen sobrepasar
las 500 ha) creadas con fines cinegéticos y donde los jabalies se mantienen de forma
artificial en densidades muy superiores a la que puede alcanzar en su estado natural
(Rosell et al., 2001).

En el norte de Italia se ha aislado M. bovis de jabalies (Sus scrofa), cuyos patrones y
spoligotipos coinciden con los de bovinos de la misma regién, considerando que la
transmisién entre ambas especies podria haberse debido al compartir areas de pastoreo,
pero sin establecer cual o cuales pudieron ser las vias de transmisién (Serraino et al.,
1999). Los mismos autores consideraron que debido a la localizacion predominante de
las lesiones de TB en ganglios de cabeza, esta especie no pareceria jugar un rol
importante en la difusion de M. bovis, aunque aclararon que mas estudios deberian
Ilevarse a cabo.

En Espafia se ha reportado aislamientos de M. bovis con iguales spoligotipos en bovinos
y animales silvestres como el jabali, el ciervo rojo, el ciervo dama y el lince ibérico
(Lynx pardina) (Aranaz et al., 2004). La prevalencia de la infeccion ha ido en aumento
entre 1997 y 2002 en el jabali y en el ciervo rojo que comparten su habitad, alcanzando
niveles de infeccion del 2,3% y 1,74% respectivamente en la region de Extremadura
(Parra et al., 2006). Otro trabajo que muestreo jabalies y ciervos en diferentes regiones
de Espafia, encontr6 que las &reas més afectadas correspondian a la provincia de Ciudad
Real y sus adyacencias (centrosur del pais), donde de acuerdo a los sitios relevados se
encontré una prevalencia media de 42% en jabalies y del 13% de los ciervos (Vicente

et al., 2006). Los mismos autores describieron que en areas solo habitadas por jabalies,
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estos igualmente presentaban lesiones de TB. La observacion de estas lesiones, su
clasificacion por tamafio y localizacidn en estos jabalies fue ampliada en otro trabajo
donde se describié que el 82,% (105/127) de los animales muestreados presentaba
lesiones compatibles con TB, correspondiendo el 42,2% de las lesiones a una Unica
localizacién y el 57,8% restante a lesiones localizadas en mas de una regién anatémica
(Martin-Hernando et al., 2006). Esta mayor proporcion de TB generalizada que afecta a
pulmones, estaria relacionada a la alta densidad de jabalies que se producen en estos
lugares a consecuencia del cercado y suministro de alimentacion, para su explotacién
como cotos de caza (Martin-Hernando et al., 2006). Estas observaciones fueron también
realizadas por otro trabajo donde se manifesté que con el aumento de la densidad de los
jabalies, aumento la prevalencia de infeccidn y los casos de TB generalizada (Naranjo et
al., 2008). La apreciacion de que el jabali bajo el ecosistema Mediterraneo Espafiol
tiene el potencial de actuar como reservorio de la enfermedad es formulada en varios
trabajos (Gortazar et al., 2005; Parra, et al., 2006; Vicente, et al., 2006; Naranjo et al.,
2008).

En Francia pais declarado libre de TB por la Comisién Europea en el 2000, se reporto
un brote de M. bovis en fauna silvestre que involucré a ciervos rojos, jabalies y
corzuelas en la zona de Normandia. El patrén genético de los aislamientos demostr6 que
eran todos del mismo genotipo, correspondiendo al circulante en los rodeos bovinos de
la zona. La infeccion habria ingresado a los ciervos por contagio con los bovinos ya que
comparten areas de pastoreo y luego a los jabalies por consumo de despojos de ciervos
abandonados en el campo por cazadores (Zanella, et al., 2008).

En otros paises como Australia y Nueva Zelandia la infeccion TB fue descripta en
cerdos domésticos asilvestrados o cimarrones, donde se los considera hospedadores

circunstanciales, sin jugar un rol importante en la epidemiologia de la TB de los
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bovinos, debido a que no presentan una significante excrecion de M. bovis (Corner

2006).

5-5-2-6 Otras especies hospedadoras de mantenimiento

Ademas de las especies silvestres nombradas anteriormente existen otras que también
son catalogadas como de mantenimiento de la infeccion por M. bovis, pero su peso
epidemioldgico se encuentra muy limitado a una ecorregién en particular. Es el caso del
bisonte (Bison bison athabascae) y el alce o elk (Cervus elaphus manitobensiss) en
Canada. Ambas especies se encuentra separadas geograficamente ocupando la primera
el Wood Buffalo National Park (WBNP) en la provincia de Alberta y la segunda el
Riding Mountain National Park en la provincia de Manitoba (RMNP) (Nishi et al.,
2006). En el caso de los bisontes del WBNP también presentan infeccion por brucelosis,
pero la capacidad de dispersar estas enfermedades a otros rodeos de la especie y a
rodeos bovinos es baja, debido a la larga distancia geogréfica que los separan de los
rodeos susceptibles. No asi para el elk del RMNP en cuyo entorno han ocurrido casos de
TBb en rodeos bovinos (Nishi et al., 2006). A pesar de la existencia de TB en estos
ungulados, no se han reportado evidencia de enfermedad en otras especies silvestres
(Tesaro, 1988, citado por Wobeser, 2009).

Otros ungulados podrian ser considerados también huéspedes de mantenimiento en el
continente Africano, como el kudu menor (Tragelaohus imberbes), el fu azul
(Connochaetes taurinus) en Tanzania (Cleaveland, et al., 2005). El antilope Lechewe
(Kobus leche) en Sudéfrica (de Lisle et al., 2001) y en Tanzania (Munyeme et al., 2010)
y antilope jeroglifico (Targelaphus scriptus) en Zambia (Cleaveland et al., 2005).

La cabra salvaje (Capra hircicus) en nueva Zelandia (Coleman and Cooke, 2001) y el

bifalo de agua o asiatico (Bubalus arnee) en Australia (Corner, 2006).
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6- Materiales y Métodos

6-1 Localizacion de Rodeos Lecheros

Se seleccionaron 8 rodeos lecheros ubicados en la denominada Cuenca lechera Santa
Fe—Cordoba, que permitieron la captura de animales silvestres en sus predios (Imagen
1). Seis de estos rodeos presentaron al inicio del trabajo prevalencias elevadas de vacas
lecheras a la prueba de tuberculina ano-caudal, variando del 7 al 81% de animales
positivos. Los dos restantes tuvieron nuevamente reaccionantes positivos a tuberculina
(2 al 4% sobre el total del rodeo) luego de haber finalizado ambos un programa de
saneamiento de esta enfermedad. En uno de estos dos ultimos rodeos previo al inicio de
los muestreos de fauna, se aislé una cepa de M. bovis a partir de lesiones visibles en
frigorifico de uno de sus bovinos.

Las labores de muestreo de fauna se realizaron durante los afios 2007, 2008 y primer
semestre del 2009. Durante este tiempo uno de los establecimientos abandond la
produccion lechera, otro descart6 el total de animales del rodeo reemplazandolos por
animales negativos a tuberculina, un tercero ejecutdé un plan de erradicacion que le
permitio disminuir drasticamente el nimero de infectados y otro redujo en un tercio la

existencia total de bovinos independientemente de su estado sanitario.

6-2 Captura de animales

Se procur6 la captura de todas las especies de mamiferos silvestres existentes en los
predios lecheros seleccionados. Para tal fin se utilizaron trampas tipo Tomahawk para
los roedores pequefios y otra de disefio semejante pero de dimensiones superiores para
las especies de mayor tamarfio. Las trampas se colocaron en linea, separadas por 2 0 3
metros entre si, en las areas donde naturalmente se refugian los animales silvestres.

Estas incluyeron las zonas perimetrales a las pasturas cultivadas utilizadas por los
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bovinos, donde existia cobertura de &rboles y pajonales naturales, en proximidad de
instalaciones de ordefio y en los sitios donde se depositan los bovinos muertos de estos

establecimientos.

Los roedores capturados fueron manipulados y sacrificados siguiendo normas
estandares para roedores (Mills et al., 1995). En el caso de animales del orden
Xenarthra (peludos) y Didelphimorphia (comadrejas) y Galactis (hurén) se le suministré
xilazina (Rompun®, Bayer Argentina) IM en dosis de 5 mg/kg de peso como
tranquilizante, previo a la aplicacion intracardiaca del eutanasico (T61®, Intervet
Argentina S.A). Dada las caracteristicas de algunos mamiferos (zorros y liebres), se
recurrio al empleo de armas de fuego para su captura. Las carcasas de los animales se
mantuvieron refrigeradas desde su captura-sacrificio hasta su procesamiento, no
superando las 8 horas post-morten. Las labores de capturas se realizaron en periodos de
cinco dias por cada establecimiento, repitiéndose varios de estos periodos por
establecimiento entre los meses de mayo a septiembre, contando con autorizacion
expresa para el manejo de fauna del Gobierno de la provincia de Santa Fe (Res. 0040/08

Exp. N° 02101-00009273-3)

6-3 Toma de muestras en bovinos

Se procur6 el aislamiento de M. bovis en los bovinos de todos los rodeos donde se
hicieron las capturas de animales silvestres, a fin de determinar la cepa/s presentes y
spoligotipos. Se tuvo oportunidad de realizar necropsias en cuatro de los
establecimientos y de solo un bovino en cada uno de ellos. Las muestras se obtuvieron
de las lesiones macroscépicas compatibles con tuberculosis cuando se observaron y de
ganglios retrofaringeos y mediastincos cuando los bovinos no presentaban lesiones. Las

muestras se acondicionaron en recipientes estériles, se refrigeraron inmediatamente
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después de su obtencion y se mantuvieron a — 18° C hasta su procesamiento. En los tres
establecimientos donde no se pudo realizar necropsias, se procurd el aislamiento de M.
bovis a través de hisopados nasales realizados a varios animales positivos a tuberculina
y cuyo ndmero varié por establecimiento entre 10 y 15. En los establecimientos que
permanecieron en actividad y no reemplazaron los animales durante el tiempo que durd
la experiencia, estos muestreos se realizaron en dos ocasiones. La toma de muestras se
realiz6 con hisopos estériles construidos artesanalmente e introducidos unos 8-10 cm. en
los ollares de los bovinos y colocados posteriormente en tubos de 50 mL. de capacidad
conteniendo 15 mL. de PBS estéril. Estas muestras fueron mantenidas congeladas a —

18° C hasta su procesamiento en el laboratorio de bacteriologia.

6-4 Toma de muestras en animales silvestres

Independientemente de la especie animal se aplicé una rutina de necropsia que consistia
en la apertura de cavidades por linea media, observacién macroscopica de presencia de
lesiones compatibles con TB en O6rganos. Rutinariamente se tomaron muestras
individuales de pulmdn y alicuotas de bazo, higado y rifién, colocandoselas todas estas
muestras en contenedores estériles. En los mamiferos de mayor tamafio se tomaron
nodulos linfaticos de cabeza (retrofaringeos, submandibulares y tonsilas), incluyéndose
también los preescapulares conformando un pool de nddulos linfaticos. Todas las
muestras con destino a bacteriologia se conservaron a —18° C hasta su procesamiento.
Todo 6rgano de animal con apariencia de lesiébn o con cambios macroscdpicos se
destinaria a examen histopatolégico, acondicionando estos tejidos en formol bufferado
al 10% y procesados por los métodos histopatololdgicos estdndares y coloreandose con
la técnica de Hematoxilina-Eosina.

6-5 Cultivos bacteriolégicos
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Las muestras de tejido fueron trituradas utilizando un homogeinizador mecénico
(Stomacher Basic 470, Sedward) y decontaminadas por la técnica de Petroff, ambos
procesos se realizaron siguiendo la metodologia recomendada por el Manual de
Micobacterias de la AAVLD (Jorge et al. 2005). Posteriormente se sembraron por
duplicado en medios de LOwestein—Jensen y Stonebrink. Los desarrollos obtenidos

fueron sometidos primeramente a la tincion de Ziehl Neelsen (ZN).

6-5-1 Técnicas moleculares

La identificacion del CMT en los aislamientos con tincion de ZN positiva, se realiz6 por
la técnica de PCR-1S6110, utilizando los cebadores:- INS1
CGTGAGGGCATCGAGGTGGC y - INS2 CGTAGGCGTCGGTGACAAA de
acuerdo a lo descripto por Hermans y col., 1991).

La tipificacion molecular de los aislamientos identificados como pertenecientes al CMT
se efectué utilizando la técnica de Spoligotyping de acuerdo a lo descripto por
Kamerbeek y col., 1997 (Kamerbeek et al., 1997).

En el Anexo 1 se detallan las técnicas moleculares utilizadas

6-6 Andlisis estadistico

Para determinar la asociacion entre aislamiento de M. bovis y sexo en la especie
Didelphys albiventris, prevalencia de infeccion de los rodeos lecheros (rodeos con < de
10% y > 10% de infeccion por M bovis en sus vacas), tamafio del rodeo (< de 100 vacas
y > de 100 vacas) y rodeos que sufrieron reinfeccidn vs. rodeos que no sanearon, con el
aislamiento de M. bovis en animales silvestres. Se aplico el Test Exacto de Fischer. La
intensidad de la asociacién se calcul6 mediante el Odds Ratio (OR) e intervalo de

confianza del 95%, utilizandose el software SatWin Ep. Scope V. 2.0.
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7- Resultados

Se capturaron un total de 146 mamiferos obteniéndose el aislamiento de M. bovis en 12
individuos, resultando en una prevalencia de infeccion del 8,2%. Estos aislamientos se
realizaron sobre tres especies diferentes (Tabla 1), diez de ellos se realizaron sobre
individuos de comadreja overa (Didelphys albiventris) y los restantes se obtuvieron de
un zorro gris (Lycolapex gimnocercus) y de una rata (Rattus norvegicus). La
prevalencia de infeccion en comadrejas result6 del 12,8%, involucrando
mayoritariamente a los individuos machos (Tabla 1).

Ninguno de los individuos en donde se aislé M. bovis, presentd lesiones macroscopicas
de tuberculosis, ni indicio de alguna patologia semejante. En varios individuos de la

especie comadreja se observo la presencia de parasitos gastrointestinales.

Los aislamientos obtenidos en comadrejas fueron a partir del conjunto de ganglios de
cabeza (n= 6), pulmdn (n=3) y pool de higado, bazo y rifibn (n=1). En el zorro se

obtuvo solo a partir de ganglios mesentéricos y en la rata a partir de pulmén (Tabla 1).

Siete de los aislamientos realizados en las comadrejas se realizaron sobre individuos
machos, los tres restantes sobre hembras (Tabla 1), sin embargo no se encontrd
asociacion significativa entre asilamientos y sexo (P=0,1785) (Tabla 3). Tampoco se
encontr6 asociacion significativa cuando se relaciond la prevalencia de infeccion del
rodeo (rodeos con < de 10% y > 10% de infeccion por M bovis en sus vacas lecheras), el
tamario del rodeo (< de 100 vacas y > de 100vacas), con el aislamiento de esta bacteria
en animales silvestres, resultando un valor de P=0,097 para el primero y de P= 0,422,

para el segundo (Tabla 3).

Donde se observé asociacion significativa fue cuando se analizd la relacién de rodeos
que sufrieron reinfeccion vs. rodeos que no habian efectuado saneamiento con el

aislamiento de M bovis en fauna (P=0,022), presentando los rodeos con reinfeccion 3,79
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veces mas riesgo de aislamiento de M. bovis en la fauna silvestre capturada dentro de

sus predios (Tabla 3).

La tipificaciéon molecular por Spoligotyping de los aislamientos obtenidos de fauna
silvestre e identificados como pertenecientes al complejo CMT por tener PCR-1S6110
positiva, permitio la caracterizacién de los mismos como pertenecientes a la especie M.
bovis. Asi también, se identificaron 4 patrones de hibridacion o spoligotipos diferentes.
Los mas frecuentes fueron los spoligotipos 34 y 12 con cinco aislamientos cada uno.
Estos aislamientos se obtuvieron sobre 9 comadrejas y una rata. Se detectaron en una
sola oportunidad el spoligotipo 96 obtenido en el zorro y el 122 proveniente de una

comadreja (Figura 1 y Tabla 1).

Los animales que presentaron aislamientos fueron capturados en seis de los ocho
establecimientos seleccionados para llevar adelante el muestreo (Tabla 2).

Para poder identificar la fuente de infeccién en todos los rodeos lecheros se intentd
obtener aislamiento de M. bovis a partir de los bovinos, pudiéndose realizar necropsias
en 4 de los 7 establecimientos. Se observaron lesiones macroscopicas de TB en dos de
ellos, obteniéndose aislamiento de un bovino proveniente de un solo establecimiento
(Tabla 2). Los intentos realizados en obtener mas aislamientos, utilizando la técnica de
hisopados nasales sobre bovinos positivos a tuberculina, no produjeron resultados
positivos. Los M. bovis aislados de estos establecimientos correspondieron al
spoligotipo 21 para el establecimiento 5 y spoligotipo 98 para el establecimiento 8

(Tabla 2).
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8- Discusion

La prevalencia de infeccion por M. bovis del 8,2% detectada sobre el total de animales
silvestres capturados es elevada, debiendo estar relacionada a los altos niveles de
infeccion que presentaban los rodeos bovinos que cohabitaban con estos animales
silvestres. Infecciones elevadas (> 4 %) también fueron observadas en carnivoros y
omnivoros en un area donde existe un huésped silvestre de mantenimiento como es el
ciervo de cola blanca en el estado de Michigan, USA (Bruning-Fan et al., 2001). La
infeccion en especies de carnivoros y omnivoros parece ocurrir como consecuencia de
la presencia de la infeccion en bovinos u otros rumiantes (Schmitt et al., 1997, Serraino
et al., 1999,Bruning-Fann et al., 2001, Defra 2007, Delahay et al., 2007, Renwick et al.,
2006, Witmer et al., 2010). En el presente trabajo no se encontraron diferencias
significativas en relacion al riesgo de producir mayores aislamientos en la fauna de los
establecimientos con prevalencias de TBb mayores al 10 %, respecto a los que tenian
indices menores. Posiblemente este resultado se deba a que valores del 2%, 4% y 7,3 %
tampoco son cifras menores de infeccion tuberculosa en rodeos bovinos (Tabla 2).

Si bien el tamafio del rodeo acrecienta el riesgo de sufrir TBb en los bovinos (Grifin et
al., 1996). Esta variable (rodeos < de 100 vacas vs. rodeos > de 100vacas), tampoco
parece traducirse en una mayor probabilidad de lograr aislamientos de M. bovis en la
fauna silvestre que comparte el habitad con estos. Posiblemente ello se deba a los altos
niveles de infeccion TBb que presentaban los rodeos seleccionados para este trabajo.

La prevalencia de infeccion (12,8%,) por M. bovis obtenida en comadrejas overas
(Didelphis albiventris) fue notoriamente superior a la descripta en las comadrejas de
Norteamérica (Didelphis virginiana). Estas adquieren la infeccién por consumo de

despojos de ciervos de cola blanca, Unico hospedador reservorio (Witmer et al., 2010).
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Tanto en este ultimo trabajo como en el citado anteriormente, no fue posible observar
lesiones visibles (LV) o sospechosas de TB en esta especie.

El aislamiento de M. bovis en animales silvestre sin lesiones visibles (SLV) ha sido
reportado tanto en especies consideradas como reservorios (Clifton-Haddley et al.
1993), como de hospedadores finales (Lugton et al., 1997a; Brunig-Fannn et al., 1998,
2001, Delahay et al., 2007). Esta falta de observacion de lesiones en animales silvestres
infectados puede deberse a varios factores como ser la metodologia utilizada en las
necropsias y muestreos y los relacionados con la virulencia de la cepa de M. bovis, la
resistencia natural del huésped, la especie y la edad del animal (Gavier-Widen et al.,
2009). Las probabilidades de la observacion macroscopica de alguna lesion o alteracion
en los sitios anatdmicos de donde se aisld M. bovis, podrian haberse mejorado si se
hubieran efectuados mayor cantidad de cortes seriados conjuntamente con la palpacion
de los 6rganos. Sin embargo esta metodologia tiene poca practicidad en especies de
animales pequefios como los capturados en el presente trabajo, donde tonsilas y
ganglios de ratas y comadrejas no superan los 5 a 6 mm de diametro.

El aislamiento de M. bovis en una rata (Rattus norvegicus) (1/17) fue previamente
comunicado en el Reino Unido. Sin embargo la prevalencia establecida en dos trabajos
fue menor (2/90) (Little et al., 1982) y (5/412) (Delahay et al., 2002). En el primero de
los trabajos el aislamiento se realizé a partir de linfonddulos, mientras que en el
segundo no se determiné el sitio anatdbmico. En el presente trabajo el aislamiento se
obtuvo de pulmén. Otro muestreo realizado afios mas tarde también en el Reino Unido y
sobre una zona de alto riesgo de brote de TB bovina, no lograron aislamiento de M.
bovis sobre 317 ejemplares muestreados (Delahay et al., 2007). Se considera a esta
especie como muy resistente a la enfermedad ya que la inoculacidn experimental con

dosis altas de M. bovis no produce desarrollo de lesiones (Francis1958 citado por Little
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et al., 1982 y Delahay et al., 2002) El carécter no progresivo de la enfermedad en esta
especie, hace de la misma un hospedador poco probable de transmitir la infeccion a
otras ratas o especies de animales, siendo poco probable que ocurra la excrecion de M.
bovis (Little et al., 1982). La prevalencia obtenida en ratas en el presente trabajo
pareceria elevada comparada a los trabajos expuestos, pero se debe considerar que el
ntmero de individuos atrapados fue bajo, posiblemente por cuestiones de competencia
en los sitios de captura con otra especie muy abundante como la comadreja.

El hallazgo de la infeccidn en uno de los dos zorros capturados es coincidente con otros
trabajos del Reino Unido, en los que también se obtuvo M. bovis de zorros colorados
(Vulpes vulpes). En estos casos los aislamientos de M. bovis se obtuvieron siempre a
partir de linfonédulos como los faringeos, mediastinicos, bronquiales y mesentéricos,
los cuales en su gran mayoria eran SLV (Little et al., 1982; Delahay et al., 2002;
Delahay et al., 2007). El aislamiento de M. bovis en zorros colorados (Vulpes vulpes)
junto con otros carnivoros como coyotes (Canis latrans), mapaches (Procyon lotor) y
0s0s negros (Ursus americanus) fue reportados en USA (Bruning-Fann et al., 2001 y
1998). Las lesiones compatibles con tuberculosis solo fueron observadas en nddulos
linfaticos mesentéricos y en pulmon de unos pocos ejemplares, SLV en la gran mayoria
de los animales investigados (Bruning-Fann et al., 2001). El Gnico caso de lesiones
diseminadas en esta especie se reporta en un ejemplar de zorro colorado (Vulpes vulpes)
en el sur de Espafia (Millan et al., 2008). La actividad de consumir carrofia de todos
estos animales, hace que la via principal por la que ingresa la infeccion sea la via
digestiva, al consumir despojos de los animales reservorios de TB que se hallan presente
en su medio ambiente (Little et al., 1982; Delahay et al., 2007; Bruning-Fann et al.,
2001; O’Brien et al., 2006; Witmer et al., 2010). Al ser esta la via de entrada y a pesar

no encontrarse lesiones macroscopicas en la mucosa intestinal, la via digestiva puede
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ser un via de excrecion de M. bovis en estos animales. Sin embargo y a pesar de la
incertidumbre en el desarrollo de patologias esta especie de carnivoro junto con otras
como hurones y armifios, no parecerian ser un riesgo para otras especies (Delahay et al.,
2007).

La baja cantidad de zorros obtenidos en el presente trabajo se debi6 a las dificultades
que la captura de esta especie presenta en Argentina, donde el comercio de su cuero esta
prohibido (Sillero-Zubrini et al., 2004). De esta manera no existe una actividad de caza
legalizada de la especie, impidiendo de esta manera contar con la colaboracion de
cazadores, lo cual hubiera permitido realizar mayores observaciones y muestreos sobre
piezas abatidas, logrando asi determinar con mayor justeza el peso de la infeccion en la
especie. Los datos poblacionales disponibles del zorro pampeano son pocos,
estimandose entre 1,04 a 0,64 zorros por km? (Sillero-Zubrini et al., 2004). Esta baja
densidad poblacional, la baja susceptibilidad al desarrollo de lesiones al infectarse con
M. bovis y los antecedentes de la especie enumerados en otros paises, hacen que el zorro
pampeano deberia ser considerado como hospedador final de la infecciéon, siendo muy
limitada su capacidad de transmitir M. bovis.

Los aislamientos obtenidos en comadrejas (Didelphis alvibentris) a partir de ganglios de
la cabeza (6/10) y de pool de érganos como bazo, higado y rifién (1/10), indicaria que la
via digestiva seria la principal via por la cual las comadrejas adquieren la infeccion,
estando en consonancia con su capacidad de alimentarse de carrofia. Este hecho fue
constado durante nuestro trabajo, cuando se colocaron trampas en proximidad de
bovinos muertos y al analizar el contenido estomacal de los ejemplares capturados, se
observo que algunos contenian abundantes restos de larvas de moscas (Dipteros)

provenientes de esos cadaveres.
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La localizacion en pulmdn de M. bovis (3/10) indicaria que la via aer6gena también es
una via probable de entrada de la bacteria en esta especie, debiendo requerirse un
estrecho contacto entre comadreja y el animal infectado excretor. La comadreja es un
animal nocturno que merodea las instalaciones rurales de todo tipo en su bisqueda de
alimento, la interaccion con bovinos puede darse en estos espacios o bien en la
proximidad de su habitat. Para el caso de los rodeos lecheros seleccionados, estos
lugares podrian ser las estrechas arboledas y pajonales que se ubican contiguos a los
alambrados perimetrales de las pasturas, que los bovinos utilizan como sombra durante
el dia y reparo en la noche. Otra explicacion posible para el aislamiento de M. bovis en
pulmén de esta especie, puede deducirse de su comportamiento. Estos animales son
principalmente solitarios y de caracter agresivo entre congéneres, siendo esta conducta
bien pronunciada entre machos. Durante la época de celo las hembras suelen ser
agresivas con los machos pero estos no responden la agresion (Gordon, 2004). Es
probable que durante estos contactos ocurra la eliminacion de aerosoles por parte de
individuos afectados, trasladando de esta manera la infeccion a otro. En el presente
trabajo las infecciones se detectaron mayoritariamente sobre los machos (7/10) y a estos
correspondieron también la totalidad de los aislamientos en pulmén, aunque no se
obtuvo una asociacion significativa entre sexo y la ocurrencia de infeccion,
probablemente debido al bajo nimero de aislamientos obtenidos. Un ejemplo de especie
donde los machos presentan mayor prevalencia de infeccion que las hembras son los
tejones (Corner et al., 2008), estando relacionado a los enfrentamientos entre los
individuos machos por la dominancia y defensa del territorio (Gallagher and Clifton-
Hadley, 2000). Situacién semejante ocurre con los machos de la especie possum (Morris

etal., 1994).
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Esta ruta de los aerosoles se mostré muy eficaz para establecer la infeccion cuando se
realizaron infecciones experimentales en comadrejas Didelphis virginiana, lograndose
el desarrollo de lesiones, particularmente en pulmones (Fitzgeral et al., 2003).

Esta susceptibilidad al M. bovis en comadrejas de Norteamérica fue comprobada
también por otras vias como la digestiva e intramuscular (Diegel et al., 2002). La
eliminacion de M. bovis fue evaluada en matera fecal, resultando que muy pocos
animales eliminaban M. bovis por esta via, independientemente de la ruta y dosis
utilizada para establecer la infeccion (Diegel et al., 2002; Fitzgeral et al., 2003).

La no observacion de LV a pesar de los aislamientos en varios individuos de
comadrejas, haria suponer de una lenta evolucién de la enfermedad cuando la infeccion
ocurre naturalmente en la especie. La condicion corporal de los individuos capturados y
que resultaron con aislamiento de M. bovis fue buena, incluso en aquellos que
presentaron parasitosis gastrointestinal. En forma similar la condicion corporal como el
comportamiento parecieron no estar afectados en las comadrejas Didelphis virginiana
que desarrollaron lesiones en las inoculaciones experimentales, aunque estos animales
no sobrepasaron los 90 dias post-inoculacién ya que fueron sacrificados (Fitzgeral et al.
2003). Debido a la semejanza entre ambas comadrejas Didelphis virginiana y Didelphis
albiventris, ya que pertenecen al mismo género junto con varias especies méas dentro del
continente americano (Wilson and Reeder, 2005), es de esperar una susceptibilidad
similar de la comadreja sudamericana Didelphis albiventris al M. bovis. Se considera a
Didelphis virginian como un probable hospedador circunstancial o “spillover hosts” de
M. bovis y que si bien puede ser un potencial reservorio, no jugaria un rol mayor en la
transmisién del organismo a los ciervos y bovinos (Diegel et al., 2002, Fitzgeral et al.
2003). Respecto a este posible rol de las comadrejas americanas del Género Didelphis ,

en el presente trabajo seis individuos de comadreja con aislamiento de M. bovis
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correspondieron a los dos establecimientos que registraron reinfeccion, revelando 3,79
veces mas riesgo de aislamiento de M. bovis en la fauna silvestre capturada dentro de
estos predios, que de aquellos que no habian efectuado saneamiento. Estos resultados se
deben analizar a la luz de que ambos rodeos realizaron tareas de saneamiento aplicando
las normativas vigentes del SENASA (SENASA 1999).Sin embargo no se puede
asegurar que estos rodeos hayan procedido correctamente en el saneamiento, ya que no
estuvieron supervision oficial. Por ejemplo las reinfecciones se podrian deber a la
demora en el descarte de los reaccionantes positivos, no haber utilizado sustituto lacteo
en la crianza de terneros y por no realizar un control estricto de ingresos de bovinos
(vaquillonas de reposicion).

Los spoligotipos obtenidos en los dos aislamientos realizados de bovinos (Spo 21 y 98),
no se correspondieron con los aislados en los animales silvestres. Esto es explicable
debido a las pocas oportunidades que se tuvo de realizar necropsias en los bovinos y
obtener de esta manera material para cultivo. El uso de hisopados nasales como método
para obtener aislamientos de bovinos vivos reconocidos como positivos a la PT, no se
mostré competente para tal fin por lo menos en este trabajo. De existir en Argentina un
sistema nacional de vigilancia epidemioldgica para TBb en frigorifico, nos hubiera
permitido obtener mayores datos sobre la enfermedad presente en los rodeos
seleccionados y contar con buena cantidad de aislamientos de M. bovis por rodeo y
poder asi relacionarlos con los obtenidos en los animales silvestres de cada uno de ellos.
Ambos spoligotipos han sido previamente detectados en aislamientos de bovinos en
Argentina, siendo el spoligotipo 21 el segundo en frecuencia a nivel nacional
(Zuméarraga, et al. 1999).

Los patrones de spoligotipos 34 (5/12) y 12 (5/12) de M. bovis obtenidos de nueve

ejemplares de comadrejas y en la rata, también registran numerosas notificaciones de
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aislamiento en los bovinos de Argentina, encabezando este ranking el spo 34 que agrupa
al 45% de los mismos (Zumarraga et al., 1999, Cataldi et al., 2002). En la provincia de
Santa Fe, estos ocupan el primer y tercer lugar en frecuencia de aislamientos sobre
bovinos (Zumarraga, comunicacién personal). El spoligotipo 96 obtenido del zorro es el
segundo aislamiento registrado en el pais ya que el primero fue realizado sobre un puma
(Puma concolor puma) en cautiverio (Traversa comunicacion personal). Por otra parte
éste se diferencia del spoligotipo 12 por la ausencia de un s6lo espaciador (el n® 35)
estando ambos patrones relacionados en un 98,6% (Figura 1). Esto seria un posible
indicador que a través de un reordenamiento de la region DR el spoligotipo 12 habria
sido el precursor del spoligotipo 96, que se habria originado mediante la pérdida del
espaciador 35. Cabe destacar que segln la teoria evolutiva de las micobacterias del
Complejo M. tuberculosis propuesta por Brosh y col., (2002) la misma habria sido
unidireccional en el sentido de pérdida de material genético en forma progresiva. En el
mismo marco evolutivo, el spoligotipo 98 habria derivado del spo 34 por la pérdida del
espaciador 23. Tanto el spo 21 como el 34 predominan en los paises, como Argentina,
que fueron importadores de razas britanicas desde fines del siglo XIX (Cataldi et al.,
2002; Smith et al., 2011). EIl spoligotipo 122 obtenido de una comadreja es un patron
Unico y exclusivo tanto de hospedador como de pais (Argentina), porque hasta el

momento no hay registro de habérselo detectado en otra especie 0 pais, no estando

registrado en la base de datos internacional http:/http://www.mbovis.org (disefiado y

conducido por Noel Smith y Rainer Hilscher, ubicado en el servidor de University of
Sussex). Este spoligotipo se diferencia del spo 21 por la ausencia de los espaciadores
22,28y 29.

Esta correlacion entre los spoligotipos circulantes en los bovinos de Argentina y los

obtenidos en los animales silvestres objeto de captura, indica claramente el pasaje de la
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infeccion de estos a las especies silvestres en una de las zonas lecheras mas importante

de la Argentina.
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9- Conclusiones

9-1 Las especies Didelphis alvibentris, Pseudalopex gimnocercus y Ratus norvegicus
son susceptibles a adquirir la infeccién de M. bovis, en la region geogréafica relevada y

en presencia de rodeos bovinos con alto nivel de infeccidn.

9-2 La presencia de spoligotipos en fauna silvestre detectados previamente en bovinos,

demuestra la transmision de M. bovis desde este hacia los otros hospedadores

9-3 La deteccion de un spoligotipo Unico y exclusivo obtenido de un aislamiento de M.
bovis de una comadreja podria ser un patron de baja circulacion entre los animales
susceptibles de Argentina o bien corresponderia a una cepa de M. bovis exclusiva en

esta especie.

9-4 Dada la elevada prevalencia de infeccion por M. bovis hallada en Didelphis
alvibentris, se deberian realizar estudios complementarios referidos a como la
enfermedad afecta a la especie, es decir al desarrollo de lesiones y su localizacion , vias
de eliminacion de M. bovis, sexo, edad, conducta y que influencia podria tener la

infeccion sobre las poblaciones de la especie.

9-5 En los estadios finales de la erradicacion de la TB en rodeos infectados, se deberia
considerar la posibilidad de realizar tareas de despoblamiento de especies como
Didelphis alvibentris, de esta manera se lograria una mayor seguridad en la erradicacion

del M. bovis del medio ambiente.
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10- Iméagenes, tablas y figuras

Imagen 1: Ubicacion de los rodeos lecheros donde se realizaron las capturas de animales silvestres

O

[ 1é,]
[ Te)
¥ ey

Referencias

Establecimientos

Identificador

® 1

® 2

® 3

O 4 4
e 5 >
® 6 T — — KM ® .
® 7 0 10 20 40 60 80 AL
o .

71



10- Iméagenes, tablas y figuras

Total Machos Hembras
de

Captura
S
13 7 6
8 4 4
2 1 1
17 7 10
2 2
10 7 3
78 37 41
9 6 3
2 1 1
1 - 1
4 3 1
146 75 71

Presencia de
lesion
macroscépica

no
no
no
no
no
no
no

no
no

no
no

M

Aislamiento

de

. bovis

Cantidad de
individuos
afectados/sexo

1d

12

Sitio anatomico
del aislamiento

pulmén

nodulos linfaticos
de cabezay
carcasa; pulman,
pool de higado,
bazo y rifién

nodulo mesentérico

Spoligotipo de M. bovis/
frecuencia de aislamiento

12_(1)

12 (4), 34 (5) y 122 (1)

Tabla 1: detalle de las especies silvestres capturadas, sexo, aislamiento de M. bovis/ spoligotipos, sitio
anatomico de los aislamientos obtenidos.
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Rodeo  Existencia
de bovinos/
% de
bovinos
positivos a
TAC
1 115 vacas
en
lactancia/
21,8%
2 85 vacas en
lactancia
60, 6 %
3 74 vacas en
lactancia
81 %
4 96 vacas en
lactancia
29 %
5 220 vacas
en lactancia
4%
Reinfeccion
6 116 vacas
en lactancia
13%
7 130 vacas
en lactancia
2%
Reinfeccion
8 68 vacas en
lactancia
7,3%

Aislamiento en fauna Necropsia

silvestre/cantidad/especie de
bovinos/
inspeccion
frigorifico
no no
Si (3/ Didelphys Si-
albiventris ) necropsia
no no
Si (1/ Pseudalopex Si-
gimnocercus) necropsia
Si (3/ Didelphys Si-
albiventris) frigorifico
Si (1/ Ratus Si-
norvegicus) .
necropsia
Si (3/ Didelphys no
albiventris )
Si (1/ Didelphys Si -
albiventris) necropsia

Lesiones
macroscopicas
compatibles
con TB en

bovinos

si

no

no

si

no

no

si

Hisopados

nasales

si

si

si

no

si

si

no

Aislamiento

en bovinos

no

no

no

si

no

no

si

Spoligotipos
aislados en

bovinos

21

98

Tabla 2: detalle de los rodeos bovinos donde se realizaron las capturas de animales silvestres, respecto
existencia de vacas en lactancia la prevalencia de infeccién, aislamientos de M. bovis en animales
silvestres, realizacién de necropsias/observacion de lesiones, hisopados nasales para obtencién y
aislamiento/spoligotipo de cepas obtenidas en bovinos.
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Figura 1: Dendrograma y matriz de similitud que muestran la relacion entre los spoligotipos de M. bovis

aislados de los animales silvestres y de los bovinos y las cepas de referencia M. bovis BCG y M.
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Aislamientos en animales OR P
silvestres
Variable M. bovis + M. bovis -
Sexo de
comadreja
Macho 30 2,96 (0,70- 0,18
Hembra 3 38 12.41)

~

Prevalencia de

infeccion en el

rodeo de vacas

<10% 46 0,373 (0,112- 0,097
>10% 5 88 1,242)

Tamario del

rodeo de vacas

<100 vacas 72 1,626 (0,491- 0,422
>100 vacas 7 62 5,381)

~

ol

Rodeos con

reinfeccion vs.

Infeccion

estable

R. con 6 28 0,264 (0,079- 0,0264
reinfeccion 0,882)

R. con 6 106

infeccion

estable

Tabla 3: detalle de asociaciones de factores de riesgo realizadas a partir de los aislamientos en fauna y

datos de rodeos.[ | Comentado [W2]: tabla nueva
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11- Anexo

Técnicas Moleculares

Spoligotyping

Esta técnica se lleva a cabo en tres pasos bésicos que consisten en:

1) La regién DR es amplificada por PCR, utilizando uno de los oligonucle6tidos
iniciadores biotinilado. Como los iniciadores pueden hibridarse en DR contiguos o
distantes, los productos de la amplificacion son de tamafio diferente.

2) Los productos amplificados son hibridados a los oligonucledtidos espaciadores, que
se encuentran fijados covalentemente en la membrana de nylon y dispuestos en forma
paralela entre si. Como el sentido de siembra del producto de PCR es perpendicular al
que se encuentran dispuestos estos oligonucleétidos, en caso de haber hibridacion, ésta
se caracteriza por ser puntiforme.

3) Deteccion de la hibridacion por quimioluminiscencia y revelado por autorradiografia.
Amplificacion por PCR de la regién DR

Secuencia de los oligonucledtidos iniciadores utilizados en la amplificacion de la region
DR

Nombre Blanco | Producto | Fuente
Secuencia 5 - 3’ tamario

(pb)

DRa GGTTTTGGGTCTGACGAC, | DR Variable | Kamerbeek et al., 1997
biotinilado en el extremo 5’

DRb CCGAGAGGGGACGGAAAC

Mezcla de reaccion
La mezcla para la amplificacion de la regién DR consiste en : buffer (Tris-HCI 10 mM,

pH 9,0; KCI 50 mM, y Tritén X-100 al 0,1%), 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP,
20 pmoles de cada iniciador (DRa- DRb), 10ng de templado y 1,25U de Taq

Polimerasa, en un volumen final de 50ul.
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Programa de amplificacion de la region DR

Desnaturalizacion Extension Conservacion
inicial Ciclos final
Hibridacion
Desnaturalizacion Extensién
96°C 3 min. 96°C 1 min. 55°C 1 min. | 72°C 30 | 72°C 8 min. | 4°C o
seg.
30 ciclos

Hibridacién de los productos de PCR y deteccion

a) Lavar la membrana filtro a 60 °C durante 5 min.en 250 mL de SSPE 2x/SDS0,1%.

b) Ubicar la membrana en el miniblotter, de tal manera que los espaciadores queden
perpendiculares a la siembra de los productos amplificados.

c) Agregar 20 uL de los productos de PCR a 150 pL de SSPE 2x /SDS 0,1%

d) Desnaturalizar por calentamiento a 100°C durante 10min. y enfriar rdpidamente en
hielo.

e) Quitar por aspiracion el buffer residual contenido en el miniblotter.

f) Llenar las ranuras con los productos de PCR diluidos y desnaturalizados (evitando la
formacion de burbujas) e hibridar a 60 °C en horno durante 1 hora.

g) Aspirar las muestras y quitar la membrana.

h) Lavar la membrana dos veces en 250 mL de SSPE2x /SDS 0,5%durante 10 min. a 60
°C.

i) Dejar enfriar la membrana, ubicarla en una botella, e incubar con estreptavidina
peroxidasa (1:4000) en SSPE2x /SDS 0,5% durante 40-60 min. a 42°C con rotacion
constante en horno de hibridacién

j) Lavar la membrana dos veces en 250 mL de SSPE 2x / SDS 0,5% durante 10 min. a

42°C.
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k) Lavar la membrana dos veces en 250 mL de SSPE 2x durante 5 min. a temperatura
ambiente.

1) Incubar la membrana durante 1 min. con el reactivo de quimioluminiscencia (20 mL
de ECL Amersham Biosciences).

m) Cubrir la membrana con un nylon transparente y exponerla a un film (X-Ray)
sensible en un cassette durante 5min.

n) Revelar el film en cuarto oscuro.

Deshibridacion de la membrana

Para poder utilizar la membrana nuevamente es necesario remover los productos de
PCR que se hibridaron a la misma. Este paso es fundamental para lograr un maximo
rendimiento de la membrana (puede utilizarse hasta 20 veces aproximadamente).

a) Lavar la membrana dos veces por incubacion en 1 litro de SDS 1% a 80 °C durante
30 min.

b) Lavar la membrana en 250 mL de EDTA 20 mM pH 8, durante 15 min. a

temperatura ambiente.

¢) Conservar la membrana a 4 °C (sellada con nylon para evitar que se deshidrate) hasta
que se utilice nuevamente.

El andlisis de los patrones de hibridacion se realiz6 con ayuda del programa
BioNumerics (Applied Maths, Bélgica).

Los insumos utilizados para llevar a cabo la técnica fueron provistos por la firma

Ocimum Biosolutions, India.
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11- Abreviaturas

ADN: 4cido desoxirribonucleico
CMT: Complejo Mycobacterium Tuberculosis

MAC: Complejo Mycobacterium avium-intracellulare

DR: repeticiones directas

ES: especificidad

HSR: hipersensibilidad retardada

v —IFN: Gamma interferdn

LV: lesiones visibles

MAC: Complejo Mycobacterium avium-intracellulare
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PPD: derivado protéico purificado

PT: prueba de tuberculina

RFLP: polimorfismo en tamafio de los fragmentos de restriccion
SE: sensibilidad

SLV: sin lesiones visibles

Spo: Spligotipo

TAC: tuberculina ano-caudal

TB: Tuberculosis

TBb: Tuberculosis bovina

TCC: tuberculina cervical comparativa

TCS: tuberculina cervical simple

UFC: unidad formadora de colonias

VNTRs: repeticiones en tdnden en nimero variable
ZN: Ziehl Neelsen
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